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OZET

MIKROAKISKAN SISTEMLERDE EMPEDANS BAZLI KAN HUCRESI

TESPITI

BILICAN, Ismail
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Fizik Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danigman: Prof. Dr. Talip KIRINDI

Mayis 2017, 91 sayfa

Bu tez c¢alismasinda hiicrelerin sayimi, tanimlanmasi ve siniflandirilmasi i¢in yaygin
bir teknik olan empedans akis sitometrisi teknigi kullanilarak mikroakiskan bir
sistem  gelistirilmistir. Bu ¢alismada kapasitif-impedimetrik  biyosensorler
arastirilarak, mikroakigkan sistemin duyarlilik sinirlarinin gelistirilmesi ve bunun bir
sonucu olarak kan hiicresi tespiti yapilabilmesi hedeflenmistir. Hiicreler elde
edilmesi ve manipiile edilmesi zor pargaciklar oldugundan mikroakiskan sistemi
gelistirmek i¢in hiicre ile esdeger elektriksel 6zellige sahip olan 6 pum capindaki
polistiren mikro kiireler kullanilmistir. Mikroakiskan sistem icerisinden mikro kiire
tastyan 2.5 S/m iletkenligine sahip bir siv1 gecirilerek, sivi igerisindeki mikro kiireler
elektriksel empedans Ol¢iimii yoluyla tespit edilmistir. Mikroakiskan sistemin
hassasiyetini artirmak i¢in sonlu elemanlar metodu ile simiilasyonlar yapilarak
parcaciklarin kanal igerisindeki konum ve boyutlarina bagl olarak verdigi sinyaller
hesaplanmistir. Empedans degisiminin elektro aktif bolgede yer degistiren pargacigin
hacmi ile orantili oldugunu gostermek icin ise farkli boyutlardaki elektrot ve
kanallarin performansi teorik ve deneysel olarak incelenmistir. En uygun kanal ve

elektrot geometrisini bulabilmek i¢in dncelikle elektrot boyutu sabit tutularak farkli



kanal boyutlarina sahip mikrog¢iplerde, daha sonra kanal boyutu sabit tutularak farkl
elektrot boyutlarina sahip mikrogiplerde deneyler yapilmistir. Kanal ve elektrot
genisligi azaldikca mikro kiirenin empedans degisiminin arttigi ve elde edilen
sonuglarinda Maxwell mixture teorisi ile uyumlu oldugu gosterilmistir. Bu on
calismalardan yola ¢ikarak 4, 6 ve 8 pum caplarindaki polistiren mikro kiireleri

yiiksek hassasiyet ile ayirt edebilen bir elektrot ve kanal yapis1 gelistirilmistir.

Hiicre smiflandirma cihazlar1 saniyede binlerce hiicre analizi yapabilir fakat
genellikle kii¢iik bir 6rnek hacminin kullanimi igin uygun olmayan komplike
makinalardir. Bu ¢alismada empedansa dayali mikroakiskan sistem igerisinde alinan
bir damla kan 6rnegi kullanilarak kirmizi kan hiicreleri sayilmis ve kan 6rnegindeki
farkli mikro pargaciklar tespit edilmistir. Bu sayede kan sayim cihazi teknolojisine
dair bir altyap1 gelistirilmistir. Bu altyapi ile kan hastaliklarinin tespitine yonelik, ¢ok
az miktarda kan ile dahi cevap verebilen, portatif sistemlerin gelistirilebilmesinin

zemini olusturulmustur.

Anahtar kelimeler: Mikroakigskanlar, Kirmizi Kan Hiicresi, Empedans Akis

Sitometrisi, Par¢acik Sayimi, Es Diizlemsel Elektrot



ABSTRACT

IMPEDANCE-BASED BLOOD CELL DETECTION IN MICROFLUIDIC

SYSTEMS

BILICAN, Ismail
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Physics, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Talip KIRINDI

May 2017, 91 pages

In this dissertation, a microfluidic system was developed by using the impedance
flow cytometry technique that is in common use for cell counting, identification, and
classification. Through investigation of capacitive-impedimetric biosensors, this
work aimed to improve the sensitivity levels of the microfluidic system and to
identify blood cells as a result of it. Since it is difficult to obtain and manipulate
cells, 6 um polystyrene micro beads having equivalent electrical properties with cells
were employed to develop the microfluidic system. By passing a fluid, which has 2.5
S/m conductivity and carriers the micro beads within the microfluidic system, the
micro beads were identified impedimetrically. To improve the sensitivity of the
microfluidic system, simulations were performed with the Finite Element Method
(FEM) to calculate the signals that the particles give depending on their locations and
sizes within the channels. In order to show that the impedance change is proportional
on the volume of the particle changing its location within the electro-active region,
the performances of electrodes and channels with different dimensions were
investigated both theoretically and experimentally. To find the optimum channel and

electrode geometries, firstly, experiments were performed with microchips with fixed



electrode dimensions and varying channel dimensions. This was followed by
employing microchips with fixed channel dimensions and varying electrode
dimensions. It was shown that the impedance change of the bead increases as the
channel and electrode widths decrease and the results match well with the Maxwell
mixture theory. With these primary works, an electrode-channel structure was
developed which can sort 4, 6, 8 um diameter polystyrene beads with high

sensitivity.

Cell classification devices can perform thousands of cell analyses within seconds, but
they are not suitable for the use of small volume samples. In this work, impedance
based microfluidic system was used to count red blood cells and sense different
micro particles from a drop of blood sample. Thanks to that, an infrastructure was
developed for the blood counter technology. With this infrastructure, a ground was
formed to develop portable systems, even sensitive to very small volume blood

samples, for the diagnosis of hematologic diseases.

Keywords: Microfluidics, Red Blood Cell, Impedance Flow Cytometry, Particle

Counting, Coplanar Electrode
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1. GIRIS

Gliniimiizde saglik teknolojilerinin gelismesiyle birlikte hastaliklarin daha diisiik
maliyetle ve daha kisa siirede tespit edilmesinde biyosensorler ¢ok énemli bir yere
sahiptir. Genel anlamda biyosensorler, biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, malzeme
bilimi ve miihendislik gibi pek ¢ok bilim alaninin bilgi birikiminden ¢ok-disiplinli bir
anlayis ¢ercevesinden yararlanilarak ve biyolojik molekiillerin veya sistemlerin
secimlilik  Ozellikleri ile modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin
birlestirilmesiyle gelistirilen biyoalgilayici cihazlar olarak tanimlanabilirler.
Biyosensorler, biyolojik yapilar1 algilayan sensorler veya reseptor birimi
biyomolekiiler yapida olan sensorlerdir [1]. Elektronik duyu organlart da
diyebilecegimiz bu cihazlar, calisma sekillerine gore ve doniistiiriicii ad1 verilen
yapilarina gore cesitlere ayrilmaktadir. Isisal, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif

sensorler ve biyosensdrler bunlardan bazilaridir.

Biyosensor teknolojisinin tarihsel gelisimine bakildiginda bu alandaki literatiire
gegen ilk Dbilimsel c¢alismalarin enzim sensorleri  oldugu  goriilmektedir.
Biyosensorlerin  tarihi  1950'li  yillarin  ortalarinda L. C. Clark'lm Cincinnati
Hastanesinde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanin O, miktarint bir elektrot ile
izlemesiyle baslar. 1962 yilinda Clark ve Lyons ile 1967'de Updike ve Hick
tarafindan yayinlanan glukoz tayinine yonelik glukoz oksidaz enzim elektrotlar bu
konudaki ilk 6rnekleri olusturmustur [2,3]. Boylece, Clark ve Lyons glukoz oksidaz
enzimini Oy elektrotu ile birlestirerek kanin glukoz diizeyini 6lgmeyi basarmislardir.
Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifikligini, diger taraftan ise
fiziksel sistemin (elektrot) tayin duyarliligini birlestirmis ve genis bir uygulama alani
bulmustur. Biyosensorler bugiin saglik (diagnostik, pronostik vb.), gida, su, kalite
kontrol, ¢evresel incelemeler gibi bir¢ok alanda kullanilir hale gelmistir. Clark ve
arkadaglar tarafindan bulunan sensor giiniimiizde en ¢ok kullanilan biyosensor ve
yerinde tani cihazi olarak adlandirabilecegimiz ev tipi glukometrelerin temelini
olusturmustur. 1960’larda bulunan bir sistem, aradan yaklasik 30 yi1l gibi bir siire
gectikten sonra diyabet hastalar1 tarafindan evde kullanabilir bir formata

donistiirilmiistiir. Bu sistem sayesinde diyabete bagl riskler (6liim ve sakatliklar)



ciddi oranda azalmistir. Bu Ornek bize biyosensorlerin iyi bir miihendislik ile
birlestirildiginde yasamimizda ne kadar hayati bir O6neme sahip olabilecegini

gostermistir.

Sekil 1.1. Reseptor ve ligand

Biyolojik bir hedefi algilayan ve Olciilebilir bir sinyaldeki degisimleri cevap olarak
veren cihazlara biyosensor denir. Biyosensorler reseptorlii ve reseptorsiiz olmak
tizere iki temel kategoriye ayrilabilir. Sekil 1.1.’de reseptdriin bir molekiil olarak
tanimlandig1 gosterilmektedir. Reseptorii olan biyosensdr, reseptorden gelen tepkiye
gore caligmaktadir. Eger ortam ligand igeriyorsa, reseptor reaksiyon verir ve
reaksiyon optik veya elektrik sinyali olarak olgiiliir. Son zamanlarda, altin yiizey ile
fonksiyonel hale getirilen 6zgilin antikorlarin reseptor olarak kullanilmasi metodu,
kanser belirtecinin tespitinde kullanilmaktadir. Antijenin yilizeye baglanmasi ile
elektrokimyasal Ozellikleri degismektedir (Sekil 1.2.). Reseptor olmayan

biyosensorlere kamera, mikroskop ve bilgisayar sistemi ornek verilebilir. Kan



ornekleri, iki cam lamelin arasina konularak mikroskop ile gézlemlenebilmektedir.

Hiicre tiirleri gézle veya goriintii isleme programlart ile ayirt edilebilmektedir.

Gilinlimiizde kanserin teshisi, mikroskop altinda kan Orneginin incelenmesi ve
biiyiiyen hiicrelerin arastirilmasi1 metodu kullanilarak yapilmaktadir [4]. Kanin bir
birim hacmindeki kirmizi kan hiicresini (RBC) sayan hemositometre bu kategoriye
diger bir Ornektir. Hemositometrede mikron Olcekli yiikseklige sahip nano litre
mertebesinde olan iyi tanimlanmis dar bir bdlme yer alir. Seyreltilmis kan 6rnegi bu
dar bolmeye yerlestirilir ve mikroskopla sayilir. RBC sayisi, say/ml 6l¢ii birimiyle

verilmektedir.

. Antijen

Elektrot

O,

Uyar1 Voltaji

Sekil 1.2. Kanserli antijenlerin algilanmasi

Biyosensorlerin diger bir simiflandirmasi ise, optik, elektriksel veya kiitlesel gibi
algilama metotlarina gore kategorize edilmektedir. Isik sacilimi veya floresans bazl
algilama optik biyosensorler ile yapilmaktadir. En yaygin kullanilan optik biyosensor
[5] olan akis sitometrisi Sekil 1.3.’de gosterilmistir. Analizi yapilacak ornek (analit),

lazer 1sinlarinin ve ornekten sagilan 1sinlar1 kaydeden detektdrlerin bulundugu alana



gonderilir. Detektorler tarafindan sinyal degisimi algilanir ve 6rnegin belirlenmesi

tamamlanir.
Dedektor
Sacilan Isik
Hiicre
@ —> Akys D
Mikro Kanal

LAZER

Sekil 1.3. Akis sitometrisi

Kiitle algilama tespiti, kiitle degisimine gore yapilmaktadir. Cantilever biyosensor
birka¢ molekiil degisikligine duyarli olan en hassas dlgekli cihazdir [6]. Olgiilecek
olan numune molekiilleri cantilever ylizeye baglandigi zaman, Ornegin salinim
frekans1 degismekte ve frekans dagilimina gore Ornegin tespiti tamamlanmaktadir.
Biyo algilama metoduna bagli cantilever biyosensdr semast Sekil 1.4.°de
gosterilmistir. QCM (Kuartz kristal mikro denge) ise baska bir kiitleye duyarli
algilama metodudur. Antijen molekiilleri fonksiyonel sensor yiizeyine tasinmaktadir
ve bu molekiillerin varhigi kuartz alttastaki rezonans frekansimi degistirmektedir. Bu

frekans elektriksel bir ekipmanla belirlenmektedir [7].



Hedef

Reseptor

Sekil 1.4. Cantilever biyosensor

Biyosensérler birgok farkli platformda kullanilmaktadir. Insan sagliginin kontrolii bu
sensorlere baghdir. Doktorlar dogru tedavi se¢giminde biyosensorlerden faydalanirlar.
Buna en iyi orneklerden birisi kardiyak troponin sensoriidiir. Bu sensér kanda
bulunan troponin hormon seviyesini dl¢gmektedir. Troponin hormonu seviyesinin
artmas1 kalp krizini tetiklemektedir [8]. Kardiyak troponin sensorii, Diinyadaki
Olimlerin birincil nedeni olan kalp krizini Onlemek icin kullanilmaktadir.
Elektrokimyasal testlere iyi bir 6rnek olan bu testte, spesifik troponin molekiilleri
fonksiyonel hale getirilmis yiizeye baglanir. Molekiillerin baglanmasinin ardindan
yiizeyin elektriksel 6zelliklerinin degisikligine gore elektrokimyasal sinyaller elde
edilir. Bu 6rnek ayn1 zamanda biyosensorlerin tasmabilirligi gibi bir ihtiyaci da
ortaya ¢ikarmaktadir. Ultra hassas ve bir¢ok parametre Olgen biyosensorlere saglik
merkezlerinde ihtiya¢ duyulurken, tek parametreli ve mobil biyosensdrlere evlerde
ve kirsal alanlarda ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tip biyo algilama yerinde hasta teshisi
(point-of-care POC) olarak adlandirilmaktadir.



Mikro akigkan sistemler; miihendislik, fizik, kimya, biyokimya, nanoteknoloji ve
biyoteknolojiyi igeren multidisipliner bir alandir [9-11]. Bu alanda yapilan
uygulamalarda mikron boyutunda sistemler tasarlanarak mikron hacmindeki sivilarin
akist saglanmaktadir. Mikroakiskanlar, femtolitre gibi c¢ok diisiik miktarlardaki
akiskanlarin manipiilasyonuna olanak saglamaktadir. Mikro akiskan teknolojisi, bazi
fiziksel olgularin ve Ongoriilerin incelenmesi, kimyasal ve biyolojik analiz, hasta
basinda ve hastaya Ozel teshis, 0zel reaktorler ve lab on a chip gibi bircok
uygulamanin yapilabilmesini saglayan bir teknolojidir. Mikro sistemlerde biyogipler
kullanilarak biyoanaliz ve biyoalgilama gibi pek ¢ok pratik uygulama vardir. Yapilan
aragtirmalar sonucunda gelistirilen sistemlerde virlis saptanmasinin hizli ve bu
viriislerin dogrudan analizi yapilabilmektedir. Bu ¢alismalar sayesinde, kisa bir siire
icerisinde bu sistemlerin geliserek artik doktor ofislerinde kullanilacak duruma

gelmesi beklenmektedir.

1.1. Literatiir Ozeti

Mikroakiskan tek hiicre analiz sistemleri tek hiicrenin sayimi, ayirilmasi,
simiflandirilmasi, karakterize edilmesi ve tanimlanmasi gibi teknolojik ¢oziimler
sunmaktadir [12,13]. Yiiksek hizdaki tek hiicrelerin karakterize edilmesi i¢in yeni
yaklagimlar sunan yiiksek ¢iktili tek hiicre analiz sistemleri gelistirilmistir. Akis
sitometrisi, hiicrelerin sayimi, siniflandirilmasi ve tanimlanmasi igin iyi bir tekniktir
[14,15]. Elektrik empedans sitometrisi, pargaciklarin dielektrik parametrelerinden
elde edilen AC elektriksel 6zelliklerini dlger. Biyolojik empedans dlglimleri {izerine
ilk calismalar, kan hiicrelerinin diisiik ve yliksek frekanslardaki iletkenliginin
Olgiilmesi ile 1910°1u yillarin baslarinda gergeklestirilmistir [16-18]. Curtis ve Cole
ilk defa tek hiicre 6l¢timlerini gerg¢eklestirmislerdir [19].

Son zamanlarda mikroakiskan Coulter sayacinin verimliligini artirmaya yonelik
cesitli tasarimlar Onerilmistir. Mikroakiskan Coulter sayacinin verimliligi ¢ok kanallt
yapilar dizayn edilerek gelistirilmistir [20]. Ol¢iim sisteminde elde edilen sinyali

artirmak i¢in kanal boyutlarinin azaltilmas1 tikanma problemini meydana



getirmektedir. Mikro kanallardaki tikanma problemini gidermek i¢in iki boyutlu
odaklama yapilmistir [21].

Bir mikro-empedans akis sitometrisinde ilk tek hiicre empedans 6l¢iimii Ayliffe ve
arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilmistir [22]. Gawad ve arkadaslar1 bir
mikroakiskan sistemde mikro kiireleri acik bir sekilde ayirt ettiklerini gostermislerdir
[23]. Bu galisma iki hiicre popiilasyonunu ayirmayi gostermis nicel analizin ilk
ispatidir. Boylece tek hiicre empedans teknolojisinde onemli bir adim atilmustir.
Gawad ve arkadaglarinin onerdigi es diizlemsel elektrot modeli birgok arastirmaci

tarafindan tek pargacik/hiicre empedans algilama sistemleri i¢in uyarlanmistir [24-

28].

Gliniimiizde birgok alanda biyosensor uygulamalar1 bulunmaktadir: Cevre
uygulamalari, hava ve sudaki zararli organizmalar1 tespit i¢in kullanilir. Gida
uygulamalari, gida izleme, gida kaynakli patojenleri tespit i¢in kullanilir. Askeri
uygulamalarda, biyolojik bir savas tehdidinin tespitinde kullanilir. Saglik
uygulamalari, hastaliklarin erken teshis ve tedavisinde, takip edilmesinde kullanilir
[29,30]. Saglik uygulamalari arasinda glikoz 6lglim sensorleri en iyi bilinen ticari
orneklerden birisidir. Bu sensorler diinya niifusunun % 1-2’sini olusturan diyabet
hastalarina biiylik kolayliklar saglamaktadir. Glikoz testi, glikoz i¢ceren kandan gelen
akimi 6l¢mektedir [31]. Kan glikozu, elektrotlara voltaj uygulanarak 6l¢iilen akim
degisimi ve kimyasal reaksiyonlarin gerceklestigi birgcok enzim tarafindan
azaltilmaktadir. Hamilelik testi ise Ol¢iim stratejisinde farklilik gdsterir. Bu dl¢lim
metodu, drnegin alinmasinda kagit tabanli bir mikroakigkan teknik kullanmaktadir.
Ayni zamanda, reseptdr antikorla fonksiyonel hale getirilen nano pargaciklardan
olusan bir sandvi¢ analiz metodu kullanmaktadir [32]. Bu test Human Chorionix
Gonadotropin (HCG) olarak adlandirilan hamileligi belirleyici molekiillerin varligini

Ol¢mektedir.



1.2. Tezin Amaci

Ulkemiz ve diinyada her yil milyonlarca insan patojen kaynakli hastaliklara
yakalanmaktadir. Bunlarin bir kismi 6liim ile sonuglanirken bir kismi da uzun siireli
tedaviler sonucunda diizelmektedir. Bu gibi olaylarin insanin yasam kalitesini
diisiirmesi ve hayatini tehdit etmesi bir yana birakilsa dahi patojenik hastaliklardan
kaynakli is giiciiniin diismesi ve bu hastaliklarin tedavi masraflar1 diinya genelinde
milyarlarca dolar1 bulmaktadir. Bundan dolay1 patojenlerin hizli ve giivenilir sekilde

tespit edilmesi i¢in gesitli yontemler tizerinde ¢alisiimaktadir [33-37].

Bu calismada empedansa dayali bir mikroakiskan sistem iiretilecektir. Ayni zamanda
mikroakigkan sistemlerin simiilasyonu detayli sonlu element metodu ile yapilacaktir.
Boylece farkli boyutlardaki elektrot ve kanallarin performansi deneysel ve teorik
olarak incelenecektir. Deneysel ve teorik hesaplamalara gore uygun kanal ve elektrot
geometrisinde farkli boyutlara sahip polistiren mikro kiirelerin ayirt edilmesi

hedeflenmektedir.

Bu tezde amag kapasitif-impedimetrik biyosensorlerin arastirilmasi ve duyarlilik
sinirlarinin gelistirilmesi ile birlikte mikro akiskan sistemlerde kan hiicresi tespiti
yapabilmektir. Bunun basarilmasi halinde 6zellesmis kan hastaliklarinin tespitine
yonelik portatif sistemler gelistirilebilecektir. Bu sistemler sayesinde kalifiye eleman
gerektiren, uzun ve pahali olan geleneksel yontemler yerine hizli, gilivenilir ve
ekonomik bir yontem bulunmus olacaktir. Geleneksel yontemlerde kan numunesinin
incelenmesi, laboratuvar ortaminda, uzman is giici ve uzun analiz siiregleri
gerektirmektedir. Bu tez ¢alismasinda bunun yerine mikro elektrotlar {izerine entegre
edilmis mikro kanallar kullanilarak, kirmizi kan hiicreleri, sensoriin kapasitansinda
ya da empedansinda yaptigi degisiklik gozlemlenerek kisa siire igerisinde tespit
edilebilecektir. Bu agidan tez ¢alismasi, zaman, is giici ve maddi agidan avantajlar

saglamaktadir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Mikroakiskanlar

Mikroakiskan teknolojisi ilk olarak, molekiiler analizde, kiigliltiilmiis boyutlar
sayesinde ayrisma performansinin iyilestirmesi amaciyla baslamis ve son yillarda
bir¢ok disiplini etkileyen bir bilim alani olmustur. Mikroakiskan teknikler, kimya,
biyoloji, genetik, eczacilik gibi alanlarda kullanilmakta olup, sahip oldugu avantajlar

sayesinde standart metotlarin Oniine gegmistir.

Mikroakigkan arastirmanin kokleri mikro elektronik sanayisine kadar ulagsmaktadir.
Arastirmacilar, analitik yontemleri kiiciiltecek olanaklar i¢in ¢alismalar yaparken,
mikro elektronik teknolojisi, fotolitografi, asindirma ve birlestirme tekniklerini
kullanarak silikon temelli mikro isleme siirecini gelistirmislerdir [38]. Biyoanalitik
ve mikro elektronik disiplinlerinin birlesimi, mikroakiskanin dogusu olarak ele
almabilir. Terry ve arkadaslarinin silikon plaka iizerinde kii¢iik bir Gaz kromatografi

hava ¢6ziimleyicisi yapimui ile ilk silikon temelli analiz sistemi tiretilmistir.

Aragtirmacilar gaz ve sivi kromatografide kiicliltmeye giderken, ilk basarili
mikroakiskan ayristirma cihazlari, kolonlara kolaylikla elektriksel potansiyel
uygulanabildigi i¢in elektroforetik teknikleri kullanmistir [39,40]. 1992 yilinda Manz
ve arkadagslari, ilk ¢ip iizeri kilcal elektroforesizi gostererek bu alanda bir c¢igir
acmuglardir [41]. Aymt yi1l Mathies ve arkadaglari, mikroakiskan cihazlarda
elektroforetik siralamay1 gostermistir [42]. 1993 yilinda Harrison ve arkadaslari, cam
icerisinde mikro kilcal elektroforesizi sistemini gostermistir. Bu sistem, 15 saniyede
cok sayida aminoasidi ayristirmistir [43]. Sonraki yil Wooley ve Mathies,
mikroakigkan kilcal jel elektroforesizi sistemini kiigiiltmeyi basarmistir [44]. Bu

sistem DNA analizinde ayristirmay1 ¢ok hizlandirmistir.

90’11 yillarin ortasinda arastirmacilar, mikroakiskan teknolojisini ayrismadan bagka

uygulamalar i¢in de kullanmaya baslamis ve bu yeni yeni cihazlarin gelistirilmesini



saglamistir. Bunlar arasinda, PCR ¢ipler [45], DNA c¢ipleri [46] ve bir¢cok kimyasal
bilesigin sentezi gosterilebilmektedir [47]. Tek hiicre analizi, hiicrelerin mikro
kanallar igerisinde analiz edildigi ilgi ¢ekici bir alandir [48]. Mikro damlaciklarin
kontrol edilmesinde kullanilan dijital mikroakiskanlar diger bir uygulama alanidir
[49]. Damla temelli mikroakiskanlarin ilk kullanimi 80°li yillardaki miirekkep
piiskiirtmeli yazicilardir. Giinlimiizde ise biyolojik uygulamalarda kullanilmaktadir
[50]. Damla mikroakiskanlar [51,52] daha kolay manipiilasyon ve daha iyi analiz i¢in
mikro pargaciklari tutmayr saglar. Mikro damlaciklarin olusumu Sekil 2.1°de

gosterilmistir.

Sekil 2.1. Mikro kanal i¢erisinde mikro damlacik olusumu

Hayatimizin birer parcasi olan tesisatlar, musluklar, borular ve bah¢e hortumlarinda

suyun litrelercesini akarken gérmeye aliskin olan bizler i¢in, bu sistemlerin metrenin
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milyonda birine inmesi ¢ok biiylik bir saskinlik yaratmayabilir. Ancak boyutlar
kiicilildiikge akiskanlarin degisen ozellikleri, fiziksel yapinin islemesine izin veriyor
[53]. Sekil 2.2°de gosterildigi gibi, iki farkli sivinin birbirleri ile karismadan laminer
akis gostermesi en ¢ok bilinen 6rneklerden birisidir. Burada mavi ve sar1 sivilarin
birbirleriyle karismadan aktig1 fakat difiizyona bagli olarak karigmaya bagladigi sinir
bolgesinde yesile donmektedir. Karisma uzunlugu sivilarin hizi, viskoziteleri,

diflizyon katsayilar1 gibi birgok parametreye baglidir [54].

Sekil 2.2. Laminer akis

Diger akis tipi ise, glinliik hayattan agina oldugumuz turbulent akistir. Laminer ve
turbulent akisin kendilerine has 6zellikleri vardir. Bu akis tiirleri birgok fizik kurali
tarafindan kontrol edilmektedir. Bu kurallar ayn1 kalmaktadir fakat akis ozellikleri,
birbirlerini etkileyen baskin kuvvetlerle viskoz veya atalet kuvvetlerine baghdir.
Viskoz kuvvetler molekiiller arasi ve yiizey kuvvetlerinden, atalet kuvvetleri sivinin
hiz1 ve kiitlesiyle alakali momentumdan kaynaklanmaktadir [54]. Belirtilen sartlara

karsilik gelen Reynolds sayis1 hesaplanarak sivinin akis tipi belirlenebilmektedir.
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Reynolds sayist Esitlik 2.1°de gosterildigi gibi atalet kuvvetlerinin, viskoz

kuvvetlerine oranidir.

Re=— (2.1)
y2;

Burada v akim hizini, d kanal capt ve p ise kinematik viskoziteyi belirtmektedir.
Reynolds sayis1 2000 den kiigiik olan sivilar laminer, 2000 den biiyilik olan sivilar
turbulent 6zellik gostermektedir [55].

2.2. Mikroakiskan Empedans Sitometrisi

Mikroakigkan tek hiicre analiz sistemleri tek hiicrenin sayimi, tuzaklanmasi,
odaklanmasi, ayirilmasi, siniflandirilmasi, karakterize edilmesi ve tanimlanmasi igin
teknolojik ¢oziimler gerektirir [12,13]. Hiicrelerin biiyiik bir kisminin hacim
yogunluk Olgiileri ortalama bilgi saglarken, sekil olarak ayni goriinen tek hiicreler
genellikle heterojen bir tutuma sahiptir [56,57]. Bu yiizden yiiksek hizdaki tek
hiicrelerinin biiyiik kisminin karakterize edilmesi i¢in yeni yaklasimlar sunan yiiksek
ciktili tek hiicre analiz metotlar1 gelistirilmistir. Akis sitometrisi, hiicrelerin sayimu,
tanimlanmasi ve siniflandirilmasi igin iyi bir tekniktir [14,15]. Modern ticari 1ginimla
aktive edilmis hiicre siniflandirma cihazlari saniyede binlerce hiicre analizi yapabilir
fakat genellikle kiigiik bir 6rnek hacminin kullanimi i¢in uygun olmayan pahali,
komplike makinalardir. Lab on a chip teknolojileri hiicre olgiimleri igin yeni
yaklagimlar sunar [58-63]. Bu yeni teknolojiler yiiksek hizda hiicre manipiilasyonu

icin gelistirilmektedir.

Tek hiicreler, noninvaziv (miidahalesiz) ve etiketsiz elektriksel teknikler kullanilarak
dielektrik ozellikleri ve boyut farkliliklarina bagli olarak tanimlanabilir. Biyolojik
hiicrelerin dielektrik 6zelliklerinin karakterizasyonu genellikle AC (alternatif akim)
elektro kinetigi ve empedans spektroskopisi kullanilarak iki sekilde gerceklestirilir.

AC elektro kinetik teknikleri parcaciklarin davranislari ve bir AC elektrik alanina
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maruz birakilan akigkanlar1 arastirmak i¢in kullanilir. Elektrik kuvvetleri, hem
par¢aciklara hem de i¢inde bulunduklari siviya etki ederler. Dielektroforesizi [64-
68], yiriiyen dalga dielektroforesizi [69,70], elektro rotasyonu [71] ve elektro

oryantasyonu [72] gibi olgularin temelini olustururlar.

Elektrik empedans spektroskopisi, pargaciklarin dielektrik parametrelerinden elde
edilen AC elektriksel 6zelliklerini 6lger. Biyolojik empedans dl¢timleri lizerindeki ilk
caligmalar kan hiicrelerinin diisiik ve yliksek frekanstaki iletkenliginin ol¢iildigi
1910’lu yillara kadar uzanmaktadir [16-18]. 1920’lerde Fricke, Maxwell ilkelerini
kullanarak elektriksel iletkenligi ve dagilim hiicrelerinin bulundugu ¢6zeltideki hiicre
zarinin kapasitesini hesaplamigtir [73-75]. Cole, siispansiyondaki tek kabuklu
hiicrenin kompleks empedansini elde etmek i¢in Maxwell karisim denklemini
kullanmistir ve hiicre zarimin davranisini tanimlamak i¢in Sabit Faz A¢is1t modelini
onermistir [76]. Tek hiicre Olgiimleri ilk defa Curtis ve Cole tarafindan
gergeklestirilmistir [19]. 1950’lerde kan hiicrelerini sayan biyoteknolojik cihaz
Coulter sayaci gelistirilmistir. Bu cihaz, gonderilen tek hiicrelerin i¢inden gectigi
kiigiik bir kanala DC voltaj uygular. Schwan biyolojik hiicreler i¢in ii¢ biiyiik
dielektrik dagilimini (o, B ve y) tanimlayarak hiicre empedans sitometrisi alanina

onciiliik etmistir [77].

2.2.1. Mikroakiskan Coulter Sayaci

Coulter sayaci mikro parcaciklarin gegtigi dar kanalin DC direncini denetler. Hiicre
zar1 DC de bir yalitkan katman olarak hareket ettigi i¢in, hiicre iletken sivinin yerini
alarak bu kanalin direncini degistirir. DC direnci hiicrenin boyutu ile orantilidir ve
hiicrenin igerigi ile ilgili bilgi verir. Cift sinyal analiz sistemleri ilk defa Hoffman
tarafindan gelistirilmistir [78]. Bu sistemde DC ve yiiksek frekansli AC sinyali
parcaciklarin 6zelliklerinin ve boyutlarinin anlasilmasi i¢in birlikte uygulanmaktadir.
DC sinyalleri pargacik boyutu hakkinda bilgi verir. AC sinyalleri ise parcacigin
iletkenligi hakkinda bilgi verir.

13



Coulter sayacinda, sinyal pargacik boyutu ile dogru orantili ancak kanal boyutu ile
ters orantilidir. Bu durum mikro iiretim tekniklerini avantajli hale getirmektedir. ilk
olarak, Coulter sayaci kuartz alttas iizerine mikro fabrikasyon teknikleri kullanilarak
2001 yilinda tretilmistir [79]. Son zamanlarda mikro akiskan Coulter sayacinin
performansini artirmaya yonelik ¢esitli tasarimlar 6nerilmistir. Mikroakiskan Coulter
sayacinin performansi ¢ok kanalli yapilar dizayn edilerek gelistirilmistir [20]. Sinyali
artirmak i¢in boyutlarin azaltilmast tikanma problemini meydana getirmektedir.
Kanallarda tikanma problemini gidermek i¢in iki boyutlu odaklama (sheath flow
focusing) yapilmistir [21]. Boyutlarin azaltilmasi ayn1 zamanda analiz esnasinda akis
hizinin artmasina neden olmaktadir. Bu yiizden 6l¢im hizini artirmak i¢in paralel

kanallarda ¢oklu elektrotlar kullanilmistir [24].

Mikroakigkan Coulter sayacindaki zorluklardan birisi elektrot malzemesinin
secimidir. Standart Coulter sayicilarda kullanilan Ag/AgCl polarize olmayan
elektrotlar uygun tercihtir. Ancak bu elektrotlar1 kanallara entegre etmek zordur ve
elektrotlarin dmiirleri sinirhidir [80,81]. Diger metal elektrotlar kanallara daha kolay
entegre edilebilir. Ancak genellikle kapasitif olan ve elektrotlarla sivi arasindaki
yiizeyde olusan elektriksel ¢ift katman (EDL) DC sinyal uygulama konusunda
problem olusturur. EDL, kapasitif davranisindan dolay1 6zellikle diisiik frekanslarda
cok baskindir. Frekans arttik¢a, EDL’nin empedansi azalir ve ¢ozeltiye daha fazla
voltaj ulasir. Diger durumda voltaj, analizin yapildig1 yerdeki ¢ozeltiye ulasmadan
EDL’ye ulasir. Elektriksel ¢ift katman etkisini azaltmaya yonelik olan yontemler
yiizey alanini artirmak [82] ve polielektrolitik tuz kopriilerinden (PSBEs) [83] veya
polielektrolitik jel elektrotlarindan (PGE) [84] yararlanmay1 igerir. Bir DC empedans
bazli mikrositometre cihazi PGE ile entegre edilerek dolasimdaki tiimér hiicrelerinin
(CTC: Circulating Tumor Cells) tespiti i¢in gelistirilmistir. CTC’ler meme kanseri
hastaliklarinin kan Orneklerinde basarili bir sekilde test edilmistir [85]. Baz1 6zel
durumlar1 hesaba katarak olusturulan elektrot dizayninin yani sira, konvansiyonel
Coulter sayaglarinda parcaciklarin hacmini 6lgmede kullanilan model, mikroakiskan
Coulter sayaclarina direkt olarak uygulanabilir degildir. Bunun nedeni farkli elektrot
konfigiirasyonlar1 ve kanal geometrileridir [79,86]. Mikroakiskan Coulter sayaci
hiicreleri sayma ve boyut analizlerinde smirlidir. Elektriksel 6zelliklerinin

karakterizasyonunda ise yeterli degildir. Coulter sayaglari, elektriksel empedansi
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medikal test uygulamasi olarak kullanirlar ama hiicrelerin bilimsel analizinde

kullanmazlar.

2.2.2. Empedans Akis Sitometrisi

Empedans akis sitometrisi mikro Coulter sayacinin gelistirilmis teknigidir. Coulter
sayaci klinik aygitlarda (hematoloji analizorii gibi) genis bir sekilde kullanilan teknik
haline gelmesine ragmen konvansiyonel Coulter sayaci sadece boyut (hacim)
farkliliklarina sahip hiicre tiirlerini siniflandirabilmektedir. Empedans akis sitometrisi
ise hiicre boyut farkliliklarina gore siniflandirmasinin yanisira hiicreleri analiz etmek
icinde kullanilmaktadir [23,87-90]. Bir mikro-empedans akis sitometrisinde ilk tek
hiicre empedans ol¢iimii Ayliffe ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilmistir [22].
Bu ¢alismada kullanilan ¢ip, cam alttas iizerine kaplanan altin elektrotlar: ile SU8
fotorezisti kullanilarak elde edilen kanallarin entegre edilmesiyle iiretilmistir. Elde
edilen bu mikroakigkan sistemde insan polimorfoniikleer akyuvarlarinin (PMNs) ve
balik kirmizi kan hiicrelerinin (RBCs) kHz ve MHz mertebelerindeki farkli frekans

degerlerinde empedans spektrumlari 6l¢tilmiistiir.

Fuller ve arkadaslari, ¢oklu frekanslardaki empedans olgiimleri ile periferik kan
graniilositleri karakterize etmisler ve zar kapasitansini, yarigapini, sitoplazma
iletkenligini Ol¢miislerdir [91]. Sohn ve arkadaslari, kapasitans sitometrisini
gelistirmiglerdir ve sabit Okaryotik hiicrelerin DNA igerigini Olgtiiklerini iddia
etmiglerdir [92]. Bir ¢ift altin elektrot iizerine polidimetilsiloksan (PDMS) mikro
kanali entegre edilmistir. Coulter sayaci gibi hiicre boyutu 1 kHz frekansinda bir
diren¢ kopriisii kullanilarak Sl¢iilmiistiir. Sonuglar bir hiicrenin DNA igerigi (hiicre
hacmindeki degisim) ve kapasitansi arasindaki dogrusal bir bag oldugunu

gostermistir.

Gawad ve arkadaglart mikro kiireleri acik bir sekilde ayirt ettiklerini gostererek tek
hiicre empedans teknolojisinde énemli bir adim atmislardir [23]. Ince film mikro

elektrotlar iizerine mikro kanal entegre ederek empedans sitometrisinde modern bir
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mikroakiskan ¢ip tiretmislerdir. Diislik ve yiiksek frekanslardaki empedans 6l¢iimii
icin Lock-in amplifier kullanmislardir. Mikro elektrot ¢iftlerini, tek bir hiicreden
gelen empedans sinyalini belirlemek icin hiicre ile ayni boyutlarda iiretmislerdir.
Elektrotlar kanal icerisinde diizensiz bir elektrik alan1 meydana getirirken bir ya da
daha fazla aralikli frekanslarda voltaj ile gii¢ verilir. Bir elektrot ¢ifti hiicreden
kaynaklanan elektrik alan dalgalanmasini 6lcerken, diger elektrot cifti ortamin
elektrik akimii referans olarak kaydeder. Iki algilama hacminden gelen elektrik
akimi empedans amplifier kullanilarak voltaj sinyaline doniistiiriiliir. Daha sonra
diferansiyel amplifier iki sinyal arasindaki farki ¢ikarir. Lock-in amplifier uyarict
frekanslarda i¢ faz ve dis faz empedans sinyallerini O6lgmek icin kullanilir.
Empedanstaki diferansiyel degisim ¢ift sinyal olarak Olgiiliir. Bu ¢alisma iki hiicre
popiilasyonunu ayirmayi gostermis nicel analizin ilk ispatidir. Gawad ve
arkadaglarinin Onermis oldugu es diizlemsel elektrot modeli bir¢ok arastirmaci
tarafindan tek parcacik/hiicre empedans algilama icin kullanilmis ve uyarlanmigtir
[26,28,93-95]. Bu c¢alismalardan bazilar1 hem optik hem de elektriksel sistemlere
uygulanabilen hibrit sistemlerdir [90]. Baz1 ¢alismalarda ise dielektroforezis (DEP)
gibi pargacik tespitinden once farkli pargaciklar ayristirilmistir [96].

Es diizlemsel mikro elektrotlardan kaynaklanan homojen olmayan elektrik alan
dagilimi empedanstaki varyasyonlar iizerinde bliylik bir etkiye sahiptir. Kanaldaki
farkli pozisyonlarda akan ayni boyuta sahip parcaciklar farkli elektrik alan
kuvvetiyle karsilasir ve farkli bir empedans sinyali meydana getirir. Gawad elektrik
alan hesaplamasi i¢in ¢ift paralel elektrot yiizeylerinin 3 boyutlu sonlu eleman
modellemesini (Finite Element Modeling-FEM) yapmis ve Maxwell’in karigim
denklemi ile sayisal ¢6ziimlerini karsilastirmistir [97]. Linderholn [98,99] ve Sun
[100] hem es diizlemsel hem de paralel elektrot dizaynlarinin elektrik alan
dagiliminin analitik ¢Oziimii i¢in uyumlu haritalama metodunu kullanmislardir.
Parcacik pozisyonunun kontrolii paralel elektrot yapidan daha ¢ok es diizlemsel

dizayn i¢in 6nemli oldugunu gostermislerdir.

Cheung ve arkadaslar1 paralel elektrot dizayni ile iirettikleri ¢ipi kullanarak kirmizi
kan hiicrelerinin dielektrik 6zelliklerini 6l¢miislerdir [88]. Gliitaraldehit kullanilarak

sabitlestirilmis (duragan) membran proteinlerinin oldugu alyuvar hiicreleri ile
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alyuvar zar1 arasindaki farki kiyaslamiglardir. Sabitlenmis hiicre zarli alyuvarlarin
opaklig1 normal alyuvarlardan 6nemli dl¢lide farkli oldugunu gostermislerdir. Benzer
bir sistem cesitli hiicre tiplerini ayirmak i¢cin Kampmann ve arkadaslari tarafindan

kullanilmustir [101].

Hidrodinamik odaklama teknikleri mikroakiskan sistemlerin hassasiyetini artirmak
icin kullanilmigtir. Rodriguez-Trujillo ve arkadaslar1 pargaciklar1 empedans algilama
bolgesine odaklamak icin sheath flow teknigini kullanmislardir [102,103]. iki
boyutlu odaklamayi, kanal girisinin merkezine ek olarak bir giris deligi daha agarak
yapmiglardir. Bu tasarim sayesinde parcaciklar elektrik alan c¢izgilerinin yogun
oldugu elektrotlara dogru itilerek odaklanmistir. Sheath flow ile sivilarin akig
oranlar1 ayarlanarak hem yatay hem de dikey yonlerde odaklama yapilabilir.
Rodriguez-Trujillo ve arkadaslarinin sistemine benzer bir odaklama stratejisi,
Watkins ve arkadaslar1 tarafindan elektrotlara yakin bir sekilde tek sira halinde

hiicrelerin akigini saglamak igin gelistirilmistir [104].

2.2.3. Mikro Elektriksel Empedans Spektroskopisi

Mikro elektriksel empedans spektroskopisi (m-EIS), yakalanmis bir hiicreye frekansa
bagli bir uyar1 sinyali uygulayan ve bu yolla olusan akimi 6l¢en bir tekniktir. Mikro
fabrikasyonla {iretilen elektrotlar1 kullanan ¢esitli hiicre yakalama/tutma
mekanizmalar1 Onerilmistir. Bunlardan bazilari, hidrodinamik yakalama/tutma,
[105,106] negatif basingli yakalama/tutma [107,108] ve DEP yakalama/tutmadir
[109]. Siirekli akis sistemlerinin aksine, kiiltiir igerisindeki tek hiicrelerin uzun siireli
gozlemlenmesi gerekir. Mikroakiskan cihaz igerisinde c¢ok sayida hiicrenin
yakalanmasinda ve kinetik analizini yapmada kullanilan “hidrodinamik hiicre tutma”
tek hiicre analiz teknolojisine iyi bir 6rnektir [110,111]. Hidrodinamik hiicre tutma
ve tek hiicre empedans analizinin birlesimi, farkli boyutlarda etiket yapma geregi
duymayan hiicre analiz sistemlerinin olusumunu saglar. Jang ve arkadaglari, kanallar
icerisinde mikro siitunlar bulunan bir mikroakiskan cihaz gelistirilmistir [105]. Bu
cihaz, fiziksel olarak hiicreyi tutar ve elektriksel empedans spektroskopisini

kullanarak hiicrenin empedansim1 dlger. Burada, iki elektrot ¢iftinde (biri referans
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elektrotu ve digerinde hiicre bulunur) olusan akima bakarak empedans Ol¢iimii
yapilmaktadir. Bu ¢alismada, yiizey aktif maddesinin ve toksinlerin hiicre lizerindeki
etkisi stirekli olarak gozlemlenmistir. Cho ve arkadaslari, kagak akimi azaltmak igin
diizlemsel mikro delikler gelistirmistir [112]. Bunlar, hiicrenin yerlerini belirler ve
hiicre ile elektrot arasina direk bir dokunus saglar. Li ve arkadaslari, mikron
mertebesinin altinda elektrotlarla birlikte bulunan agikliklar kullanmuislardir [113].
Tek hiicreler, dikeysel deliklerin {izerine kiiltlirlenebildikleri igin, tek hiicrenin
elektriksel ozelliklerindeki hizli degisiminin gozlemleniyor olmasi bu teknik i¢in arti

bir degerdir [107,114].

Mikro elektriksel empedans spektroskopisi tekniginin iki biiyiik dezavantaji vardir.
Birincisi, yakalama ve serbest birakma siireci zaman aldig1 i¢in, mikro elektriksel
empedans spektroskopisinin verimliligi diisiiktiir. Ikincisi, test edilen hiicrelerin
kapasitans1 ve direnci elektriksel modellerle empedans spektrumu yorumlanip
belirlenebilmektedir. Ancak bu parametreler elektrot boyutundan, hiicreyi tutan
mekanizmadan, hiicre hacminden ve diger hiicreler ile olan etkilesimden biiyiik

oranda etkilenmektedir.

2.2.4. Tibbi Tedavi ve Tan1 Uygulamalari

Tek hiicre empedans analiz yontemleri son zamanlarda biyomedikal, kliniksel ve
hasta basinda tan1 uygulamalar igin gelistirilmistir. Mishra ve arkadaslari, CD4+
hiicresini yakalamak i¢in proteinle kaplanmis mikro elektrotlar1 kullanmiglardir
[115]. Tek hiicre hassasiyetini gosterememelerine ragmen ¢ok sayida yakalanmig
CD4+ hiicreleri ve Oolgiilen empedans arasinda dogrusal bir iligki oldugunu
gostermislerdir. HIV/AIDS ile miicadele eden hastalarda CD4+ hiicrelerinin teshisi
icin disiik maliyetli sistem gelistirmeyi hedeflemislerdir. Cheng ve arkadaslar,
empedans degisiklikleri Ol¢iilerek hiicrelerin teshisinin yapildig: sistemlerde elektrot
desenlerinin gesitli tasarimlarii kullanmiglardir [116]. Tek hiicre hassasiyeti optik
tespit ile birlikte saflagtirllmis akyuvarlar1 saymay1 basaran ve mikroakiskan ¢ipin

icerisine bir metal oksit yariiletken alan etkili transistor (MOSFET) entegre eden
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Wang ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir [117]. Bu diizenek HIV viriisiiniin tan1

ve tedavi fiyatini diislirme potansiyeline sahiptir.

Bu tez ¢alismasinda empedansa dayali bir mikroakiskan sistem iiretilmistir. Uretilen
bu sistemden mikro pargacik tasiyan bir sivi gegirilerek, sivi igerisindeki mikro
parcaciklar sayilmistir. Bu yontem ile sistemin hassasiyeti ve veri toplama hizi
artirtlarak farkli boyutlara sahip parcaciklar ayirt edilmistir. Bu sekilde kurulan
mikroakigkan sistem yardimi ile alinan bir kan 6rnegindeki kirmizi kan hiicreleri

sayllmis ve kan 6rnegindeki farkli (zararl) mikro parcaciklar tespit edilmistir.

2.3. Dielektrik Parcaciklarin Elektriksel Tespiti

Analiz edilecek malzemenin elektriksel gecirgenligine ve direncine bagli olarak
verdigi impedimetrik tepkileri temel alan empedans spektroskopisi, malzeme ile ilgili

bir bakis a¢is1 kazandirir.

d-——*

«—

Sekil 2.3. Levhalar aras1 dielektrik materyal ile dolu paralel levha kapasitorii
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Empedans, malzemenin uygulanan AC voltaja ve onun bir fonksiyonu olan frekansa
vermis oldugu tepkinin Sl¢iisiidiir. Empedans kisaca voltajin akima orani olarak da
tanimlanabilir. Voltaj, dielektrik ¢o6zeltisi ile doldurulmus elektrotlar arasindaki
bolgeye uygulanir. En basit sekilde paralel levha kapasitori Sekil 2.3.°de

gosterilmistir.

Burada levhalar arasindaki alan hava, su ya da bunun gibi bir dielektrik materyal ile

doldurulur ve bu elementlerin empedansi Esitlik 2.2 ile verilir.

=— (2.2)

Burada w agisal frekans ve C ise kapasitanstir. Paralel levha kapasitoriin kapasitansi

Esitlik 2.3°de verilen formiil ile hesaplanir.

(2.3)

Burada A levhalarin alamidir, d levhalar aras1 mesafedir ve € ise dielektrik materyalin
elektriksel gegirgenligidir. Materyal yiiksek oranda yalitkan oldugunda elektriksel
gecirgenligi, € = €&, dir. Materyal iletkenlik kazanmaya bagladiginda elektriksel
gecirgenligi, frekansa bagli farkliliklar gostermeye baglar.

fletken dielektrik malzemenin ihtiyaglarim1 gidermek igin, elektriksel akimin
akmasini saglayan ekstra pargalar gerekir. Bu ylizden, bir diren¢ kondansatore
paralel baglanir. Burada dielektrigin kapasitif kism1 kondansator ile, reaktif kismi ise

direng ile gosterilir. Bu yiizden empedans Esitlik 2.5 deki gibi verilir.

1 1 1 R
— +o=

— == ——— (2.4)
Zz i R 1+iwRC
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R

= - 2.5
1+iwRC (2:5)
Kapasitor ve direng esdegerleri Esitlik 2.5’de yerine koyulursa,
a
— oA
YA ~ ded (2.6)
1+io——
oAd

Eger paralel levha kapasitorii, empedans esitliginin sol tarafa yazilirsa, esitligin sag

tarafi tekrar diizenlendikten sonra Esitlik 2.7 elde edilir.

1 ! » 2.7)
loC ia)(s-z)—

Esitlik 2.8°de gosterildigi gibi elektriksel iletkenlik, frekansa bagl ve iletkenlik sabiti

iceren yeni bir forma sahip olur.
& =(e-i2) (2.8)
)

Iletkenlik kazanan bir dielektrik materyal gevseme gibi ilging davranislar gosterir.

[letkenligin artmasinin empedans iizerindeki etkisi Sekil 2.4.’de verilmistir.

Iletkenlik arttik¢a sonuglar 1/@C den sapmaya basliyor. Bu tez ¢alismasinin konsepti
en az iki dielektrik materyalini birlikte igeriyor. Bunun en basit versiyonu Sekil

2.5.°de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Iletkenligin empedans iizerindeki etkisi
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Sekil 2.5. iki farkl1 dielektrik katmana sahip paralel levha kapasitorii
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Iki farkli dielektrik katmanina sahip paralel levha kapasitorii, paralel bir kapasitorii
ve direncin dielektrik katmana uyumlu oldugu ayni yontem ile modellenir. Bundan

dolay1 empedans:

Z=72,+7,= _Ri + R, (2.9)
1+ioRC, 1+wR,C,
* I & ~ Et . Eif ~ Ent o
=¢ -ig = + 1 I +— 2.10
€ =¢-ie =g, {% 1+a)212} ig, L"‘COZTZ gow} ( )

Burada & ve enf dielektrik katmanlarina ait parametrelerle yazilabilen dielektriksel

gecirgenligin algak ve yiiksek frekans limitleri anlamina gelmektedir.

2.4. Comsol Multiphysics

Comsol Multiphysics, sonlu elemanlar metodu (FEM) ile matematiksel esitlikleri
¢ozen bir yazilimdir. Sistem geometrisi fiziksel olarak uygun bir sekilde ¢izdirilir ve
¢oziliir. Comsol Multiphysics elektrik ve manyetik modunda, Maxwell denklemini
uygun sinir sartlar1 altinda ¢ozer. Maxwell denklemini ¢6zmek i¢in analitik metotlar
yerine numerik metotlar1 kullanir. Ornegin, bir fonksiyonun tiirevini almak i¢in bazi
kurallar uygulanir. Simdi hem analitik hem de numerik metotlarin her ikisi ile bir
fonksiyonun tiirevini alalim. f(X)= x> olarak tammlanmus bir fonksiyon, bu
fonksiyonun ilk tiirevi f(x)= 3x? dir. Fonksiyonun ilk tiirevinin degeri 2 noktasinda
12 dir. Bu sonug, fonksiyonun ilk tiirevinin analitik metot ile elde edilmis
¢Oziimiidiir. Simdi numerik metotla bu fonksiyonun tiirevini bulalim. Tiirevin tanimi

Esitlik 2.11°de gosterildigi gibi verilir.

df _

f(x+ Ax)

oo = (2.11)
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Bu esitlik x=2 olan tiim islemler i¢in Esitlik 2.12°de gosterildigi gibi numerik olarak

uygulanabilir.

f(3)-f(2) _27-8 _
3-2 1

19 (2.12)

Ax daha fazla minimize edilirse,

f(2.5)- f(2) _15.625-8

=15.25 (2.13)
25-2 05

f(2.1)- f(2) _9.261-8

=12.61 (2.14)
2.1-2 0.1

Burada goriilmektedir ki fark azaldik¢a, sonug¢ reel degere yaklasir. Diferansiyel
denklem formunda bu yaklasim noktalar1 mesh noktalar1 olarak adlandirilir. Bu

noktalar birbirine yakin oldugu siirece, sonuglar, reel analitik sonuca yaklasir.

Esitlik 2.13 ve 2.14, x eksenindeki degisikligin sifira yaklastiginda sonuglarin reel
degere ulastigini ispatlamaktadir. Aslinda hesaplama zamanindan dolay1r meshing
bolgesini sifira getirmek imkansizdir. Comsol Multiphysics’de bir geometrinin
meshingi Sekil 2.6.’da gosterilmistir. Sekil 2.6.b. 6 um ¢apinda kiiresel bir pargacigi

gostermektedir.

Sekil 2.6.°da goriildiigii gibi meshing boyutu geometriyi Onemli derecede
etkilemektedir. Mesh noktalar1 birbirine yakin oldugu zaman geometrik yap:1 daha
gercekei goziikiir. Bu nedenle Comsol Multiphysics, sinirlardan baslayarak mesh
noktalarina kadar Laplace denkleminin ¢oziildigl fiziksel sonuglar1 ayrica
etkilemektedir. Bu calismada simiilasyon hesaplamalarinda Comsol Multiphysics
4.3’tin AC/DC modiiliiniin altinda yer alan “Electric Current” programi 2D olarak
kullanilmigtir. Ortam iletkenligi 2.5 S/m, ortamin dielektrik sabiti 80e,, parcacik
iletkenligi 0.00001 S/m ve pargacigin dielektrik sabiti 2.6¢, olarak ayarlanmustir.

Ayn1 zamanda simiilasyon hesaplamalarinda en sik mesh yapis1 kullanilmstir.
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Sekil 2.6. Farkli boyutlara sahip meshing a) 1 um b) 6 um
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2.5. Deneysel Materyal ve Yontem

2.5.1. Isisal Buharlastirma Sistemi

Isisal buharlastirma yontemi metal kaplama sistemleri igerisinde en ¢ok kullanilan
tekniklerden birisidir. Bu yontem, kat1 bir metalin rezistif olarak 1sitilmasi sonucu
buharlastirilarak, serin bir ylizey lizerinde biriktirilmesiyle olusur. Alttas, kaplama
esnasinda sabit bir hizda dondiiriilerek esit dagilim saglanabilmektedir. Isitma islemi
tekne ya da pota seklinde metal bir malzemenin iizerinden yiiksek akim gegirilerek
olusturulmaktadir. Pota kismina kaplanmak istenen metal malzeme yerlestirilir ve
malzemenin 1sitilmast bu sekilde saglanir. Bu pota kaplanacak metal malzemenin
buharlagsma sicakligima gore secilmektedir. Metal malzeme buharlastiktan sonra
yiizeye yapisana kadar ortamdaki gaz molekiilleriyle carpismalara ugrar. Bu
carpismalar sonucunda bir kismi sagilmalara ugrayarak kaplanmak istenen ylizeye
ulagamaz. 20 °C de hava i¢in ortalama serbest yol, sirasiyla le-4 ve 1 e-6 Tor
basinglarda 45 ve 4500 cm’dir. Bu nedenle vakum odasindaki kaynak ile alttas
arasindaki 10-50 cm mesafe boyunca metal buharinin diiz bir sekilde giderek yiizeye
yapisabilmesi i¢in le-5 Tor’dan daha diisiik bir basingta ¢alismak gerekmektedir.
Kaliteli bir kaplama i¢in vakum onemli bir 6n sarttir. Bu tez ¢alismasinda metal
kaplama islemlerinde Vaksis PVD Vapor-3S Isisal buharlastirma ile kaplama cihazi
kullanilmistir (Sekil 2.7.). Bu cihazda kaplanan metalin kalinligin1 6l¢mek i¢in kristal
dedektor yerlestirilmistir ve cihazin dis kisminda bu dedektore ait kaplanan metal
malzemenin kalinhigin1t gosteren monitér bulunmaktadir. Kaplanan metal
malzemenin kalinliginin izlenmesi i¢in kullanilan kristal dedektdr ile alttag arasinda
yatay mesafe oldugu icin bu iki yiizeyde biriktirilen metal miktarlarinin oram
belirlenmelidir. Bu oran “Referans Faktorii (Tooling Factor)” olarak adlandirilmustir.

Cizelge 2.1.’de altin ve krom malzemelerine ait referans faktorleri verilmistir [118].
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Sekil 2.7. Isisal buharlastirma sistemi (UNAM-Vaksis PVD Vapor — 3S)

Cizelge 2.1. Altin ve krom metallerine ait referans faktorleri

Metal Yogunluk (g/cm®)  Akustik Empedans Referans Faktorii
Au 19.30 23.17 52
Cr 7.20 28.95 65

2.5.2. Fotolitografi

Bu calismadaki sensorler ve mikro kanallar fotolitografi yontemi ile {iretildi.
Fotolitografi, tasarimci tarafindan belirlenen bir kalibin materyal {izerine
aktarilmasinda kullanilan bir tekniktir [119]. Fotolitografi, 10 nm’lik ¢oziiniirlige
kadar inmeye imkan veren bir yontemdir. Coziinirliikk, kullanilan mikro-isleme
yontemlerine gore de§ismektedir. Fotolitografi, kendiliginden olusan tek katman,
lazerle kesme gibi birgok mikro-isleme yontemi bulunmaktadir [120]. Bu ¢aligmada
1 um’lik ¢oziiniirliige sahip UV fotolitografi yontemi kullanildi (Sekil 2.8.). Bunun
icin bir bilgisayar programi (CAD, Layout Editor) ile drneklenmek istenen sekil
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cizilir (Sekil 2.8.a.). Cizilen 6rnek bir maske yazici cihazi ile maske iizerine aktarilir
(Sekil 2.8.b.). Maske, cam levhadan yapilmistir ve yiizeyinde, istenilen sekli tasiyan
1sikla tanimlanabilir opak bir ince katman (krom) bulunur. Maske hazirlandiktan
sonra alttas (Sekil 2.8.c.), 1s18a duyarli organik bir polimer ile kaplanir (Sekil 2.8.d.).
Alttas ile maske birlestirilir ve UV 1s18a maruz birakilir (Sekil 2.8.e.). Maskenin
seffaf kisimlar1 altindaki 1s1ga duyarli polimer, ¢ozlinerek ¢ozelti haline gecer. Bu
kabartma sekil pozitif fotorezist olarak bilinir. Alttag ile foto maske ayrilarak alttag
tizerinde kalan ¢ozelti banyolama islemi sonrasinda ortamdan uzaklastirilir (Sekil
2.8.1.). Negatif fotorezistte ise UV 1s18a maruz kalmayan kisimlar ¢6zelti halindedir.
UV 151k ile negatif fotorezist kiirlenir ve banyolama islemi sonrasinda foto maske

iizerinde yer alan tasarlanmis yapilar fotoreziste aktarilmis olur.

a) Bilgisayar b) Maske

¢) Cam alttas d) Fotorezist

uv

e) UV sk f) Orneklenen Fotorezist

Sekil 2.8. Fotolitografi ile 6rnegin transferinin gosterimi
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Sekil 2.9. Fotolitografi islemlerinin yapildig1 sar1 oda (UNAM)

2.5.3. Sensor ve Elektrot Fabrikasyonu

Fabrikasyon siireci UNAM’da (Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi), 100 sinif
temiz oda boliimiinde yapildi. Sensor ve elektrot fabrikasyonu icin klasik mikro

fabrikasyon teknikleri kullanildi.

Maske Sensor Elektrot

Sekil 2.10. Sensor fabrikasyonu i¢in hazirlanan maskenin goriintiisii
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Maske tasarimi, Layout Editor programi kullanilarak c¢izildi ve UNAM da maske
yazici cihazi (Heidelberg Instruments DWL-66) ile gergeklestirildi. Maske yazilirken
farkli boyutlardaki elektrotlara sahip sensorlerin iiretilmesine olanak saglayacak

tasarim distintildi (Sekil 2.10.).

Sekil 2.11. Fotolitografi sonrasi elektrotlarin optik mikroskop goriintiisii

Sensor ve elektrotlarin fabrikasyonu icin alttas olarak mikroskop lami (cam)
kullanildi. Fabrikasyon Oncesinde ylizey temizligi biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu
yiizden, alttas ylizeyi aseton ((CH3)2CO), izopropil alkol ((CH3).CHOH) igerisinde
5’er dakika ultrasonik titresime tabi tutuldu. Ardindan damitilmis (DI) sudan
gecirilerek, azot gazi ile ylizey kurutuldu. Cam alttag, ylizeyde c¢oziicii kalma
ihtimaline kars1 120 °C sicak plaka {izerinde 20 dk bekletildi. Yiizey temizliginin
ardindan, HMDS (Heksametildisilazan) 50 saniye boyunca dakikada 4000 tur donme
hiziyla yiizey iizerine kaplanir. HMDS, fotorezistin cama 1iyi yapigmasini

saglamaktadir. Fotorezist AZ5214 (MicroChem), 40 saniye boyunca dakikada 5000

30



tur donme hiziyla kaplanir ve cam alttas 110 °C sicak plaka iizerinde 50 saniye
bekletilir. Istenen tasarimin transferi i¢in UV fotolitografi ydntemi kullamldi.
Fotomaske ornegin iizerine gelecek sekilde ayarlanarak, 40 mJ/cm? UV 1s18a
EVG620 Mask Aligner cihazi kullanilarak maruz birakilir. UV pozlama sonrasinda
cam alttas AZ400K Developer’a (MicroChem) 50 saniye boyunca maruz birakilir.
Ardindan damitilmis su ve azot gazi ile durulama ve kurutma yapilarak banyolama
islemi gerceklestirilir. Bu islem ile istenmeyin bolgelerin ¢ozeltiye karigmasi

saglanarak, istenen desenin cam alttas lizerinde kalmasi saglanir (Sekil 2.12.).

s

a) Bilgisayar b) Maske ¢) Cam alttas d) Fotorezist
uv
[ L1 [ ]
/ T
’ L A
ﬁ — L\—/ [7ﬁ7j
e) UV 51k f) Orneklenen Fotorezist g) Cr Kaplama h) Au Kaplama

1) Kaldirma iglemi (lift-off)

Sekil 2.12. Sensor ve elektrot fabrikasyonu stireci

Elektrotlarin biiyiitiilmesinde 1sisal buharlastirma (VAKSIS, PVD 3S Thermal)
cihazi kullanildi. Metallerin ¢ogu, oksit olusumuna negatif serbest enerji gostererek,

oksijenle reaksiyona girerken, altin pozitif enerjiye sahiptir ve havaya maruz kaldigi
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zaman oksitlenmez. Ayni1 zamanda yiiksek iletkenlige sahip oldugundan dolay:
elektrot malzemesi olarak altin kullanilmistir. Altinin cama daha iyi yapisabilmesi
icin cam alttas ylizeyi krom ile kaplanmistir. Buharlasan metal molekiilleri, hava
molekiilleri ile carpistiginda cam alttas yiizeyine ulagsmadan sagilmaya
ugrayabilecegi i¢in, buharlastirma ve kaplama islemi yiiksek vakum altinda
yapilmaktadir. Isisal buharlastirma ile kaplama cihazinin kazani kullanilmadan 6nce
istenilen vakum degerine saglikli ve hizli bir sekilde ulasmasi i¢in temizlenir. Cam
alttasin yiizeyi, buharlasan malzemeye dogru gevrilir ve sabitlenir. Ardindan potalara
kaplanacak olan krom ve altin malzemeleri konarak cihaz vakuma alinir. Potalarin
catlamasini 6nlemek i¢in elektrik akimi1 kademeli olarak artirilir. Krom ve altin sirasi
ile %60 ve %30 gii¢ seviyelerinde kaplanir. Malzeme kaplama hiz1 0.5 A/s dir. Krom
20 nm kalinhiginda, altin ise 40 nm kalinliginda kaplanmistir. Kaplama isleminden
sonra cam alttag, istenmeyen kisimlar1 kaldirma islemi igin asetonun igerisinde bir
giin bekletilir. Aseton fotorezist tabakasini asindirarak kaldirir. Asetonun kaldirma
islemini daha iyi yapabilmesi ic¢in kisa siireli ultrasonik titresim yapilabilir. Bu

yonteme kaldirma islemi (lift-off) denir (Sekil 2.12.).

. . - . |
|
i |

=
i
)
i

1 cm

Sekil 2.13. Uretilen sensdriin goriintiisii
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Elektrot genisliginin ve elektrotlar aras1 mesafenin sensoriin hassasiyetine etkisini
incelemek icin farkli boyutlarda elektrotlar tiretildi. Elektrot genisligi (w), elektrotlar
arast mesafe (g) w/g=1 olacak sekilde 40 pm, 20 um ve 10 pum genisligindeki

elektrotlara sahip sensorler kullanildi.

200 pm
—

Sekil 2.14. Es diizlemsel (Coplanar) elektrotlarin optik mikroskop goriintiisii

2.5.4. Mikro Kanallarin Fabrikasyonu

Mikro kanallarin {retimi ig¢in yine UV fotolitografi yontemi kullanildi. UV
fotolitografi, mikro ve nano yapilarin liretiminde kullanilan standart bir yontemdir
[121]. Kalip, negatif fotorezist olan SU-8 kullanilarak UV fotolitografi yontemi ile
iretilmistir. Polimerin sertlesmesinin ardindan polimer, kalibin iizerinden siyrilir ve

kalibin cihaz 6zelliklerinden olusan negatif bir kopyasi elde edilir.
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Kalip fabrikasyonundan once, kanal geometrisi CAD programi ile tasarlanmistir
(Sekil 2.15.). Maske seffaf rontgen filmine basilmistir ve film bos bir maske camina
yapistirilmistir. Maske cami, Mask Aligner cihazina filmin basili yiizii dogrudan

fotoreziste temas edecek sekilde yerlestirilir.

Sekil 2.15. Mikro kanallarin fabrikasyonu i¢in hazirlanan maskenin goriintiisii

Kalip fabrikasyonu siireci Sekil 2.16.’da gosterilmistir. Kalip fabrikasyonu igin alttas
olarak Silikon atlik kullanildi. Fabrikasyon oncesinde alttas yiizeyi sirasi ile aseton,
izopropil ve DI su ile yikanarak, azot gazi ile kurutuldu. Si alttas, yiizeyde ¢oziicii
kalma ihtimaline kars1 110 °C sicak plaka tizerinde 10 dk bekletildi. Yiizeyde kalan
biitiin ¢oziictiler buharlastirildi. Boylece fotorezist Si alttag yiizeyine daha kolay
yapismaktadir. Si alttag yiizeyi spin kaplama cihazi kullanilarak negatif fotorezist
(SUB) ile kaplanmustir. 10 um yiiksekliginde kanallar iiretileceginden SU-8 (Micro
Chem) 2005 fotorezisti kullanilmustir.

Fotorezistin sayisal isimleri, spin kaplama asamasinda kalinliga karsilik gelmektedir.
Ornegin, dakika basma 2000 devirde, 2005 ve 2050 fotorezistleri siras1 ile 5 ve 50
um kalinliklarinda kaplanmaktadir.
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Fotorezistin yiizeye esit bir sekilde kaplanmasi igin Si alttasin merkezi spin kaplama
cihazinin tam ortasina yerlestirilir ve alttag ylizeyr SU-8 2005 ile kaplanir. Spin
kaplama ile kaplanan SU-8, yiizeyde catlaklarin olmasimi Onlemek amaciyla
kademeli olarak sitilir. Si alttas 60, 95 ve 60 °C’lik sicak plakalarda sirasiyla 3, 5 ve
3 dakika boyunca bekletilir. Sonrasinda EVG620 Mask Aligner cihazi kullanilarak
40 mlcm? UV 15182 maruz brrakilir. Ik SU-8 tabakasi, PDMS’in
(polidimetilsiloksan) silikon ylizeyden rahat ayrilmasi i¢in bir ara katman olarak

kaplandi. Bu yiizden bu pozlamada maske kullanilmadi.

Sekil 2.16. Kalip iiretimi. 1) Fotorezist ile kaplama, 2) UV 151k, 3) Banyolama islemi,
4) Kalip
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Yapigskan olmayan SU8 2005 ile kaplanan Si alttas aynmi sekilde tekrar spin kaplama
cihazina yerlestirilir ve tizerine fotorezist dokiilir. 10 pm yiiksekliginde kanal
yapmak icin SU8 2005 dakikada 1000 devir ile dondiiriiliir. Spin kaplamanin
ardindan Si alttag 65, 90 ve 65 °C’lik sicak plakalarda sirasiyla 3, 6 ve 2 dakika
bekletilir. Fotomaske ornegin iizerine gelecek sekilde ayarlanarak 40 mJ/cm?® UV
151832 EVG620 Mask Aligner cihazi kullanilarak maruz birakilir. Bu islem sonrasinda
SU8 developer ile yikanir. Si alttas azot gazi ile kurutulur ve optik mikroskop altinda
banyolama islemi incelenir. Eger ylizeyde istenmeyen fotorezist kalintilar1 varsa, Si
alttag tekrar sollisyon ile yikanir ve mikroskop altinda kontrol edilir. Banyolama
isleminin ardindan fotorezistin alttastan kalkmasini 6nlemek ve PDMS’in daha rahat
styrilmasi icin Si alttagin kenarlarma epoksi yapistiricisi siiriiliir. Yapistiricinin
sertlesmesinin ardindan kalip fabrikasyonu tamamlanir. Uretilen kalip Sekil 2.17.’de

gosterilmistir.

Sekil 2.17. Uretilen kalibin goriintiisii
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PDMS, reaksiyona girmeyisi, seffafligi ve biyouyumlulugu gibi 6zellikleri sayesinde
biyolojik ve kimyasal uygulamalarda kullanilan en 6nemli materyallerden birisidir
[122]. Ayrica PDMS kullanmasi oldukg¢a kolay ve cama kolayca baglanabilen bir
maddedir. Bu yiizden mikro kanal liretimi igcin PDMS kullanildi. PDMS, 10/1 (w/w)
oraninda siras1 ile Polidimetilsiloksan ve silikon elastomer kimyasallar1 bir plastik
bardak icerisinde hava baloncuklar1 olusuncaya kadar iyice karistirilir. Sonrasinda

Sekil 2.18.’de goriildiigii gibi vakum sisteminde bekletilerek gaz1 giderilir.

Sekil 2.18. Vakum sistemi
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Kalip PDMS dokme

PDMS ayirma Giris deligi agma

® ©®

Plazma islemi Birlestirme

Sekil 2.19. Mikro kanal iiretim siireci
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Hava baloncuklarindan arindirilan PDMS aliiminyum pan igerisinde kalibin {izerine
dokiilerek 100 °C’deki sicak plaka iizerinde 4 saat bekletilerek kaliptan sokiiliir.
Kiirlenen ve sertlesen PDMS, kauguk gibi esnek yapiya sahiptir. PDMS, kalip
iizerindeki ¢ikintilar PDMS {izerinde girinti, kalip lizerindeki girintiler ise PDMS
tizerinde ¢ikinti olacak bigimde kalibin seklini alir (Sekil 2.19.). Kaliptan ayrilan
PDMS blogu maket bigaklart ile kanallarin boyutlarina uygun sekilde kesilir ve
biyopsi punch ile giris-¢ikis delikleri agilir. Sekil 2.19. PDMS ile mikro kanal elde

etme stirecini gostermektedir.

Sekil 2.20. PDMS mikro kanal goriintiisii

Uretilen PDMS mikro kanallarin profil goriintiisii ve kanal kesitinin Taramali

Elektron Mikroskobunda (SEM) alinan fotograflar1 Sekil 2.21.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.21. Mikro kanalin SEM de alinmis a) profil goriintiisii, b) kesit goriintiisii
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Sekil 2.22. Plazma asher cihazi

PDMS mikro kanali, cam alttasa plazma aktivasyonu ile baglanir. Plazma PDMS
ylizeyindeki C-H bagimi kirar ve PDMS yiizeyi cam alttagin yiizeyi ile temas
ettiginde yeni baglar olusturur. Bu iki materyal geri doniisii olmayan bicimde
baglanir. Plazma, Sekil 2.22.°de goriildiigii gibi, bir mikrodalga firin, bir vakum
odas1 ve bir vakum pompasindan olusturdugumuz ekipman ile iiretilir. Plazma sadece
PDMS yiizeyini aktive etse de, hem cam yiizeyine hem de PDMS mikro kanalina
uygulanir. Burada plazma, cam yiizeyini temizleyerek daha iyi yapismasini
saglamaktadir. Baglanma iglemi gerceklesmeden 6nce cam ylizeyi aseton, izopropil
alkol ve DI su ile yikanarak temizlenmistir. Plazma islemi gerceklestirildikten sonra
cam alttasin ylizeyi ile PDMS yiizeyinin arasinda hava kalmayacak sekilde
birbirlerine yapistirilir. PDMS mikro kanali mikro elektrotlarin iizerine yatay gelecek
sekilde konulur. PDMS in cam alttas ylizeyine daha iyi yapigsmasi i¢in mikroakiskan
¢ip 100 °C deki sicak plaka iizerinde yaklasitk 2 saat bekletilir. Uretimi
gerceklestirilen mikroakiskan ¢ipin gortintiisii Sekil 2.23.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.23. Uretilen mikroakiskan ¢ip goriintiisii

2.5.5. Olgiim Sistemi

Kapasitans ve empedans Ol¢iimleri icin LCR metre (Agilent E4980A) cihazi
kullanildi. LCR metre, bir devrenin {i¢ temel parametresini 6l¢ebilmektedir. LCR
metre, devreye sabit bir AC voltaj uygular ve voltajin akima orani olan empedansi
bularak AC akimimni 6lger. LCR metre ile BNC konnektoriine tek taraftan baglanan
RG56 es eksenli kablolardan yapilmis problar kullanilarak 6l¢iim alinmustir. Sekil

2.24.°de Ol¢lim sistemimiz goriilmektedir.

LCR metrenin kullanimi ve veri toplama etkinligi i¢in Labview kodu yazildi.
Labview kodu manuel empedans araliginda ve kisa 6lgiim zamanlama modunda
kullanildi. Bir masaiistii bilgisayar1 kullanilarak 184 Hz’lik 6rnekleme hizina ulasildi.
Bu oOrnekleme hizi, veri toplama kartlar1 sayesinde Ornekleme hizinin kHz
diizeylerinde olan lock-in amplifier sistemlerine [23] kiyasla diisiikk olmasina ragmen,
farkli boyutlara sahip parcaciklarin tespitinde saglikli sonuglar vermistir. Lock-in

amplifier sistemlerine gore LCR metre ile 6l¢iim yapmak i¢in herhangi bir elektronik
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devreye gerek yoktur. LCR metrenin tak calistir bir sistem olmasi en biiyiik
avantajidir. Ornekleme hiz1 diisiik oldugundan dolay1 akis hizimin diisiik seviyede

olmasi gerekir.

Mikroakigkan Cip

Sekil 2.24. Olgiim sistemi diizenegi

Akis hizim1 kontrol edebilmek icin Sekil 2.24.°de goriilen yiikseklik pompasi
tasarlandi. Herhangi bir noktadaki sivi basinci Pascal prensibine gore Esitlik 2.15 ile

hesaplanmaktadir.

P=pgh (2.15)

Bu durumda 1 cm’lik su yiiksekligi, 1 mbar’lik basing artisina karsilik gelmektedir.

Mikro kanal igerisindeki basing, vial siselerinde bulunan sivilarin seviyesini
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yukseltme veya algaltma yoluyla kolayca kontrol edilebilir. Boylece, yiikseklik

pompast ile daha kesin ve ¢ok daha kolay basing kontrolii yapilir.

Hiicreler elde edilmesi ve manipiile edilmesi zor pargaciklar oldugundan ilk 6nce
hiicre kullanmak yerine hiicreye esdeger yalitkan parcaciklarin kullanilmasi daha
saglikli olacaktir. Bu bilgi 1s181nda hiicre tespiti deneylerinden 6nce 6 um ¢apindaki
polistiren mikro kiireler (bead) kullanildi. 6 pm ¢apina sahip mikro kiirelerin SEM de
cekilmis goriintiisii Sekil 2.25.’de gosterilmistir. Mikro kiireler 0.2 M’lik NaCl
cozelti igerisinde yani 2.5 S/m’lik iletkenlige sahip sivi igerisinde kanal igerisine
gonderilmis ve tespit edilmistir. Iletkenlik seviyesi arttikca sinyal giiriiltii orani
(SNR) diismektedir. Mikroorganizmalar yaklasitk 0.2 M tuzlu suda (2.5 S/m)
yasamaktadirlar. Bu ylizden mikro kiire deneyleri mikroorganizmalarin

yasayabilecegi iletkenlik seviyesine es deger sivi igerisinde gerceklestirilmistir.

% 3/11/2015 HY ‘ pressure mg | WD spot | det — 10 ym
| 4:06:26 PM | 5.00 kv | 4.38e-4Pa | 10000x | 10.1 mm | 3.0 | ETD Aksaray University

Sekil 2.25. 6 um c¢apindaki mikro kiirelerin SEM goriintiisii
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Sekil 2.26. Mikro elektrot lizerine mikro kanal entegre edilerek olusturulan mikro
¢ipin optik mikroskop goriintiisii

Mikroakiskan c¢ip, bir 6nceki konuda aciklandigi gibi PDMS mikro kanalin mikro
elektrotlara sahip cam alttasa baglanmasi ile {dretilmektedir. Sekil 2.26.’da
gosterildigi gibi kanal elektrotlara yatay bir sekilde baglanmistir. Mikro kiirelerin
bulundugu ¢ozelti ylikseklik pompasinin iizerine konularak mikroakiskan c¢ipe
baglanmistir. Mikroskop tablasi, BNC konektorleri ve ¢ozelti LCR metre iizerinde

bulunan topraklama ¢ikisi kullanilarak topraklanmistir.

2.5.6. Tekrar Kullamlabilir Baglanma Yontemi

Bir mikroakiskan ¢ip iizerinde 6 tane sensoér bulunmaktadir. Bunlarin her birine birer
kanal entegre edilebilmektedir. Plazma uygulanarak entegre edilen kanallar sivi

icerisindeki farkli parcaciklar veya PDMS kalintilarindan dolay1 tikanabilmektedir.
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Bu durumda tikanan bir kanal ayn1 zamanda kullanilamayacak bir sensér anlamina
gelmekte ve yeni sensor fabrikasyonu dogmaktadir. Deneyler bu sekilde hem daha
masrafli hem de ekstra is yilikii gerektirdiginden bu problemi asabilmek i¢in kanali
sensOr lizerine plazma ile entegre etmek yerine sikistirip herhangi bir tikanma
durumunda kanali kaldirip temizleyip tekrar kullanilabilecek bir diizenek gelistirildi
[123]. Plastik cam olarak adlandirilan ve kolay islenebilen, kesilebilen, delinebilen
Pleksi kullanilarak kanallar sensor lizerine vidalar yardimiyla sikistirilarak sabitlendi.
Sekil 2.27.°de goriiliigii gibi kanallar1 sikistirmak icin kullanilacak olan Pleksi

tasarlandiktan sonra CO» lazer kullanilarak kesildi.

Sekil 2.27. Kanallar1 sikigtirmak i¢in tasarlanan Pleksi

Mikro kanallar tikansa bile sensor ilizerinden alinip yikanabilir ve tekrar sensor
tizerine baglanabilir. Bu yontem zaman tasarrufu saglamakta ve arastirma maliyetini

diistirerek tikanan mikrogipi tekrar kullanabilme olanag1 saglamaktadir.
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Sekil 2.28. Pleksi kullanilarak elde edilen mikroakiskan ¢ip goriintiisii
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Mikro Parcacik Tespiti

Hiicreler elde edilmesi ve manipiile edilmesi zor parcaciklar oldugundan ilk 6nce
hiicre kullanmak yerine hiicreye esdeger yalitkan pargaciklarin kullanilmasi daha
saglikli olacaktir. Bu bilgi 15181nda hiicre tespiti deneylerinden dénce 6 pm c¢apindaki

polistiren mikro kiireler kullanildi.

Deneysel 6lgiim sistemi sinyal sapmasi, SNR ve ornekleme hizi gibi performans
degerlendirmesi i¢in kullanilir. Mikro kiireler, igerisinde 2.5 S/m iletkenligine sahip
NaCI ¢ozeltisi bulunan vial igerisine konulur ve vial yiikseklik pompasina
yerlestirilir. Vial mikroakiskan ¢ip seviyesinden biraz daha yiiksege kaldirildiginda

kanal igerisinden siv1 akis1 saglanir. Akis orani vialin yiiksekligine gore ayarlanir.

18380

18350

s(€2)

- 18320

18290

Empedan

18260

18230 + . ; . .

Sekil 3.1. Mikro kiire gecisi sirasinda olusan empedans Vverisi
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Basing pompasi ya da siringa pompasi yerine, diisiik basing degerlerinde akis orani
iizerine daha yiiksek hassasiyete sahip yiikseklik pompasi kullanilir. Kanal ile ¢ozelti
arasindaki iletisim metal siringa baglanti pargalari ile yapilir. Tim diizenek LCR
metre lizerinde bulunan topraklama ¢ikist kullanilarak topraklanir. Cozeltinin
topraklama iglemi ise metal baglanti parcalar: ile yapilir. Topraklama isleminden
sonra Ol¢iim sistemi diizeneginde igerisinde mikro kiireler bulunan ¢ozelti kanala

gonderilir ve empedans verisi LabVIEW kodu ile kaydedilir.

Empedans verisi kaydedilirken elektrotlardan gegen mikro kiireler mikroskop
kamerasindan incelenir. Boylelikle elektrotlardan gecen bir mikro kiirenin etkisi
empedans grafiginden gozlemlenir. Sekil 3.1.’de zamana bagli empedans verisi
gosterilmektedir. Buradaki her bir pik elektrotlarin {izerinden gegen bir mikro kiireyi
temsil eder. Mikro kiirelerin her biri ayni boyuta sahip olmasina ragmen farkli
biiyiikliiklerde empedans sinyali vermektedir. Elektrotlara yakin gegen mikro kiireler
daha biiylik sinyal verir. Bu olay es diizlemsel elektrotlarin etrafinda olusan elektrik
alan ¢izgileri dagilimindan ortaya c¢ikar. Sekil 3.2.°de Comsol Multiphysics’de
yapilan simiilasyon ile kanal icerisinde olusan elektrik alan ¢izgilerinin dagilimi

gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Comsol Multiphysics’de yapilan simiilasyon ile kanal igerisindeki elektrik

alan ¢izgilerinin dagilimi
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Elektriksel ol¢iim i¢in en biiyiik zorluk, genellikle kapasitif olan ve elektrotlarla sivi
arasindaki yiizeyde olusan elektriksel cift katmandir. Elektrotlar, uygulanan uyari
voltajindan dolay1 polarize olurlar ve ¢ozeltideki zit sarj olmus iyonlari etkilerler. Bu
sarj olan iyonlar elektrotlarin yiizeyine gelir ama elektrotlarin iizerinden gecemezler.

Bu yiizden elektrotlarin yakininda bir araya gelerek toplanirlar.

a) PDMS
Elektrolit
Rq
cedl Cedl
Au/Cr — T
C
Cam Alttas H =
b) 108

1Z1 (Q)

102 . . .
10! 103 10° 107 10°
Frekans (Hz)

Sekil 3.3. Mikroakiskan sistemin a) Esdeger devre modeli b) Frekansa bagl

empedans grafigi
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EDL, kapasitif davranisindan dolay1 ozellikle diisiik frekanslarda baskin 6zellik
gosterir. Frekans arttikca, EDL’nin empedans1 azalir ve ¢ozeltiye daha fazla voltaj
ulagir. Diger durumda voltaj, analizin yapildig1 yerdeki ¢ozeltiye ulagmadan EDL’ye

ulasir.

Sekil 3.3.a. mikroakigkan sistemin esdeger devre modelini gostermektedir. Esdeger
devre modeli iki ¢ift katmanlh kapasitans (Cgq), elektrolit direnci ve parazit
kapasitansindan olusur. Sekil 3.3.b. esdeger devre modelinin frekansa bagh
empedans grafigini goOstermektedir. Elektrotlardaki arayilizii olaylar1 diislik
frekanslarda spektrum sinyalini etkileyen ¢ift katmanhi kapasitans ile
basitlestirilebilir. Yiiksek frekanslarda empedans degerinin diismesi, iki elektrot
arasindaki direk birlesimin sebep oldugu sistemin parazit kapasitansindan

kaynaklanmaktadir.

Sisteme 2 MHz sinusoidal sinyal uygulanir. Siirekli degisken voltajdan dolay1 akim
stirekli devam eder. Bu, ¢0zeltinin i¢ginde hareket edebilen iyonlar1 karigtirir. Saf su
yalitkan bir ¢dzelti olmasina ragmen Na® ve CI iyonlarmin eklenmesi iletkenligini
saglar. Iletken ¢dzeltinin yerine yalitkan bir mikro kiire gectiginde, ¢dzeltideki azalan
yiik tasiyicilarindan otiirii sistem onceki kadar elektrik akimini iletmez. Baska bir
ifade ile Sekil 3.4.de Comsol Multiphysics’de yapilan simiilasyonda goriildiigii gibi

mikro kiire elektrik akimini engeller.

Mikroakiskan sistemin elektriksel modeli dikkate alinirsa kanal igerisinde 2.5 S/m
iletkenligine sahip NaCl ¢o6zeltisi elektrotlar lizerinden gectiginde yiiksek frekans
degerinde kapasitorler kisa devre olur ve sadece empedans (direng) degeri okunur.
Polistiren mikro kiire elektrotlar lizerinden gecerken elektrik akimini engeller ve bu
durumda sisteme sanki bir seri diren¢ baglaniyormus gibi empedans degerinde artma
meydana gelir. Sekil 3.1.’de gosterildigi gibi empedans degisimi bir pik olarak

kaydedilir ve her bir pik elektrotlar tizerinden gecen bir mikro kiireyi temsil eder.
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3.2. Mikroakiskan Cip Simiilasyonu

Comsol Multiphysics’de, yiiksek hassasiyette bir mikroakiskan sistem kurabilmek ve
deneysel sonuglar ile kiyaslayabilmek i¢in simiilasyonlar yapildi. Mikroakiskan ¢ip,
40 pm genisligine ve 40 pm araliga sahip elektrotlarin tizerine, 200 um genisligine
ve 50 um yiiksekligine sahip bir mikro kanal entegre edilerek modellenmistir. Sekil

3.5.”de Comsol Multiphysics’de modellenen mikroakiskan ¢ip gosterilmistir.

COMSOL g .
.2

Sekil 3.5. Mikroakigkan ¢ipin geometrik modeli

Mikroakigkan c¢ipin geometrik ¢iziminden sonra materyaller secilir. Boylece
materyallerin elektriksel iletkenligi ve gegirgenligi gibi gerekli fiziksel parametreleri
saglanir. Sonrasinda meshing yapilir ve hesaplama baslar. Sekil 3.6.’da ¢6zeltinin

fiziksel ozellikleri gosterilmistir.
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NMULTIPHYSICS
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Sekil 3.6. Comsol Multiphysics’de hesaplanan a) Elektrik alan degisimi diyagrami b)
Yiik diyagrami

Comsol Multiphysics’de ilk olarak elektrotlarin konumunu belirlemek igin
parcacigin verdigi sinyal ile iliskisi arastirilmistir. Algilama bolgesi boyunca farkli
konumlara polistiren bir parcacigin elektriksel ozelliklerine sahip 6 um g¢apindaki

mikro kiireler yerlestirilmis ve empedans sinyalleri karsilagtirilmistir. Sekil 3.7.°de
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mikro kiirelerin konumu gosterilmistir. Cizelge 3.1.’de mikro kiirelerin konumuna

gore verdigi sinyaller verilmistir.

Sekil 3.7. Mikro kiirenin mikro kanal igerisindeki konumlar1

Cizelge 3.1. Mikro kiirenin kanal igerisindeki konumuna gore hesaplanan empedans

sinyalleri

Mikro kiirenin konumu Empedans Degisimi (Q2)

A

m m O O @

0.3
3.3
1.4
0.12
0.3
0.4

55



Comsol Multiphysics sonuglari, en biiyilk empedans degisiminin pargacigin
elektrotun tam ucundan gecerken elde edildigini gosteriyor. Ayrica pargacigin
elektrotlara yakin noktalardan gecerken algilanma hassasiyeti daha yiiksektir.
Maxwell’in mixture teorisine gore empedans degisimi, elektro aktif bolgede yer
degistiren parcacigin hacmi ile orantilidir [64]. Bu yiizden Comsol Multiphysics’de
yapilan simiilasyon, ayni kanal geometrisi ile 10, 20 ve 50 pum genisligindeki
elektrotlar i¢cinde uygulanmistir. Burada her bir sensor igin elektrotlar arasi mesafe
elektrot genisligi ile ayn1 boyuta sahiptir. Elektrot genisligi (w), elektrotlar arasi
mesafe (g) w/g=1 dir. 6 um ¢apindaki mikro kiireler ile yeni tasarlanan mikroakiskan
ciplerde yeniden hesaplamalar yapilmistir. Mikro kiireler yilizeyden 3.1 um
yiikseklikte elektrotlarin tam ortasina yerlestirilmistir. Sekil 3.8.’de gosterildigi gibi

sonuc¢lar Maxwell mixture teorisi ile uyumludur.

0.006

=

=

=

h
1

0.004 -

0.003 -

0.002 -

Empedans Degisimi %

=

(]

(=]

—_
1

=

0 10 20 30 40 50 60
Elektrot Genisligi (um)

Sekil 3.8. 10-20-50 um genisligindeki elektrotlarda yapilan hesaplamalar

Elektrot boyutu biiylidiikkce, empedans sinyali elektro aktif bolgeye ve mikro kiirenin
hacimsel oranina bagl olarak diismektedir. Empedans degisimi mikro parcacigin

elektrik alan ¢izgilerini engellemesi ile olusur. Elektrik alanin1 daha dar bir bolgeye
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simnirlamak ve parcacigin elektrik alaninin yogun oldugu noktalardan gegmesini

saglamak daha yiiksek empedans degisimine olanak saglar [124].

Mikro kiirelerin daha kiiclik elektro aktif bolgede hareket etmesi iki yol ile
miimkiindiir. Biri elektrot boyutunu disiirmek digeri ise mikro kanalin kesit
boyutlarini diistirmektir. Mikroakiskan sistemin hassasiyetini artirmak i¢in kiigiik
boyutlu mikrogiplerin iiretiminden 6nce Comsol Multiphysics’de simiilasyonlari

yapilmustir.

A
Ee Fe
C D Kanal
o ® Yiiksekligi
Ag Be
Y
< » < >

Elektrot Elektrotlar Arasi
Genigligi (w) Mesafe (g)

Sekil 3.9. Mikro kiirenin kanal igerisindeki konumlarinin kesit goriintiisii

Comsol Multiphysics’deki hesaplamalar dnce elektrot boyutu sabit tutularak farkli
kanal boyutlarina gore, sonrasinda kanal boyutu sabit tutularak farkli elektrot
boyutlarina gore yapilmistir. Sekil 3.9.’da 6 pm ¢apindaki mikro kiirenin kanal

icerisindeki konumlar1 gdsterilmistir.
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Cizelge 3.2. Mikro kiirenin kanal igerisindeki farkli konumlarda kanal boyutuna

bagli Comsol Multiphysics’de hesaplanan empedans sinyalleri

Mikro Kiirenin Empedans Degisimi Empedans Degisimi
Konumu (100 um kanal) (70 pm kanal)
A 934 Q 1513 Q
B 112.5Q 168.4 Q
C 89.6 Q 148.1 Q
D 106.7 Q 162.1 Q
E 86.8 Q 1442 Q
F 98.7 Q 158.4 Q

Cizelge 3.2. Kanal boyutuna bagli 6 pm c¢apindaki mikro kiirenin kanal igerisinde
farkli konumlardaki empedans degisimini gostermektedir. Burada mikroakiskan ¢ip,
20 pum elektrot genisligine ve elektrotlar aras1 mesafeye sahip mikro sensor iizerine
10 pum yiiksekligine sahip 100 ve 70 um genisligindeki mikro kanallar entegre

edilerek tasarlanmistir.

Cizelge 3.3. Mikro kiirenin kanal igerisindeki farkli konumlarda elektrot boyutuna

bagli Comsol Multiphysics’de hesaplanan empedans sinyalleri

Mikro Kiirenin Empedans Degisimi Empedans Degisimi
Konumu (20 pm elektrot) (10 pm elektrot)

A 1523 Q 1779 Q

1724 Q 1925 Q
C 147.4 Q 1740 Q
D 165.8 Q 186.3 Q
E 1442 Q 171.6 Q
F 159.7 Q 182.2 Q

58



Cizelge 3.3. Elektrot boyutuna bagli 6 um ¢apindaki mikro kiirenin kanal icerisinde
farkli konumlardaki empedans degisimini gostermektedir. Burada mikroakiskan ¢ip,
10 ve 20 um elektrot genisligine sahip mikro sensorler lizerine 10 pm yiiksekliginde

ve 70 um genisliginde mikro kanal entegre edilerek tasarlanmuistir.

Comsol Multiphysics’de yapilan hesaplamalar, kanal ve elektrot boyutlari
azaldiginda 6 pm capindaki bir mikro kiireden alinan empedans sinyalinin arttigini
gostermektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak daha kiigiik boyutlara sahip mikro

elektrotlar ve mikro kanallar tiretilmistir.

3.3. Farkh Boyutlardaki Mikrog¢iplerde Mikro Parcacik Tespiti

Empedans degisimi mikro parcacigin elektrik alan ¢izgilerini engellemesi ile
olustugundan elektrik alanin1 daha dar bir bolgeye sinirlamak ve pargacigin elektrik
alaninin yogun oldugu noktalardan gecirmek daha yiiksek empedans degisimine
olanak saglamaktadir. BOylece yliksek hassasiyette parcacik tespiti yapilabilir ve
farkli boyutlardaki mikro parcaciklar ayirt edilebilir. Comsol Multiphysics’de

yapilan hesaplamalar bu bilgileri dogrulamaktadir.

Comsol Multiphysics’de yapilan hesaplamalar ile 6l¢iim sistemimizin hassasiyetini
kiyaslayabilmek igin yeni diisiik boyutlu mikro elektrotlar ve mikro kanallar
dretilmistir. En uygun kanal ve elektrot geometrisini bulabilmek i¢in Oncelikle
elektrot boyutu sabit tutularak farkli kanal boyutlarindaki mikrogiplerde, daha sonra
kanal boyutu sabit tutularak farkli elektrot boyutlarindaki mikrogiplerde deneyler
yapildi. Yeni diigiik boyutlu mikro kanallarda bir mikro kiireden alinacak empedans

sinyalinin artmasi beklenmektedir.
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3.3.2. Kanal Boyutuna Bagh Mikro Parcacik Tespiti

Diisiik boyutlu mikro kanallarin SEM de alinmis kesit goriintiileri Sekil 3.10.’da

gosterilmistir.

Sekil 3.10. Diisiik boyutlu mikro kanallarin SEM de alinan kesit goriintiileri
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Sekil 3.11. 6 pm ¢apindaki mikro kiirelerin kanal genisligine bagli empedans verileri
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6 um capindaki polistiren mikro kiirelerin her bir mikrogipten elde edilen empedans
verileri Sekil 3.11.’de gosterilmistir. Buradaki her bir pik elektrotlarin {izerinden
gegen mikro kiireleri temsil etmektedir. Kanal genisligi azaldik¢a 6l¢iim sisteminde
okunan empedans degeri artmaktadir. Béylece mikro kiirelerin elektro aktif bélgeden

gecerken olusturduklart empedans degisimi artmaktadir.
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Empedans Degisimi (2)

Sekil 3.12. 6 um ¢apindaki mikro kiirelerin farkli kanal genisliklerindeki empedans

degisimine bagl histogram grafigi

Sekil 3.12.de 6 um c¢apindaki mikro kiirelerin farkli kanal genisliklerindeki
empedans degisimine bagli histogram grafigi gosterilmistir. Kanal genisligi azaldik¢a
Ol¢iim sisteminin hassasiyeti artmaktadir. Bu agidan dar kanallar kullanilarak daha

diisiik boyuta sahip mikro kiirelerin tespiti miimkiin olacaktir.
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Kanal genigligine bagl alinan sonuglara gore hesaplanan sinyal/giiriiltii oran1 Sekil
3.13.’de gosterilmistir. Kanal genisligi azaldikca bir mikro kiireden alinan empedans

sinyali ve SNR orani artmaktadir.
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Sekil 3.13. Kanal genisligine bagli sinyal/giiriiltii orani

Cizelge 3.4. 6 pum capindaki bir mikro kiirenin kanal geometrisine bagl
mikroakigkan sistemde olusturdugu empedans degisiminin deneysel ve Comsol
Multiphysics’de yapilan hesaplamalarin karsilastirmasini gdstermektedir. Comsol
Multiphysics hesaplamalart mikroakigkan sistemde 6 um c¢apindaki bir mikro
kiireden alinabilecek minimum ve maksimum empedans sinyali degerlerini
gostermektedir. Deneysel sonuglarin  Comsol Multiphysics’de hesaplanan bu
minimum ve maksimum degerleri arasinda olmasi gerekmektedir. Cizelge 3.4.
incelendiginde, Comsol Multiphysics’de yapilan hesaplamalarin deneysel sonuglari

dogruladig goriilmektedir.
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Cizelge 3.4. Kanal genisligine bagli alinan deneysel sonuglarin teorik hesaplamalar

ile karsilastirilmasi

Ko Genigs PP D s bgind
100 pm 88-103 Q 84.8-110.5 Q
70 pm 150-162 Q 144.2-172.4 Q
50 pm 200-210 Q 188.3-214.5 Q

3.3.3. Elektrot Boyutuna Bagh Mikro Parc¢acik Tespiti

6 um capindaki polistiren mikro kiirelerin her bir mikrogipten elde edilen empedans

verileri Sekil 3.14.’de gosterilmistir.

Elektrot geometrisine bagli mikro parcacik tespiti deneylerinde kanal yiiksekligi 10
um ve kanal genisligi 70 um olan mikro kanallar kullanilmistir. Elektrot genisligi
sirasi ile 40, 20 ve 10 um dir. Burada elektrot genisligi (w), elektrotlar aras1 mesafe

(9) w/g=1 dir.

Sekil 3.14.’den de goriildiigii gibi elektrot genisligi ve elektrotlar aras1 mesafe
azaldiginda 6 um capindaki polistiren bir mikro kiireden alinan empedans degeri
artmaktadir. Elektrot boyutunun biiyiimesi, empedans sinyalini elektro aktif bolgeye
ve mikro kiirenin hacimsel oranina bagli olarak diisiirmektedir. Elektrik alanin1 daha
dar bir bolgeye siirlamak ve pargacigin elektrik alaninin yogun oldugu noktalardan

gecmesini saglamak daha yiiksek empedans degisimine olanak saglar [124].
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Sekil 3.14.
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6 um c¢apindaki mikro kiirelerin elektrot genisligine bagli empedans

verileri
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Sekil 3.15. 6 um ¢apindaki mikro kiirelerin farkli elektrot geometrisindeki empedans

degisimine bagli histogram grafigi

Sekil 3.15.te 6 um ¢apindaki mikro kiirelerin farkli elektrot geometrisindeki
empedans degisimine bagli histogram grafigi gosterilmistir. Elektrot genisligi
azaldikca Olgiim sisteminin hassasiyeti artmaktadir. Boylece dar elektrotlar

kullanilarak daha diisiik boyuta sahip mikro kiirelerin tespiti miimkiin olacaktir.

Elektrot geometrisine bagl alinan sonuglara gore hesaplanan sinyal/giiriiltii orani
Sekil 3.16.’da gosterilmistir. Elektrot genisligi ve elektrotlar aras1 mesafe azaldikga

bir mikro kiireden alinan empedans sinyali ve SNR oran1 artmaktadir.
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Sekil 3.16. Elektrot geometrisine bagl sinyal/giiriiltii orani

Cizelge 3.5. 6 pum capmndaki bir mikro kiirenin kanal geometrisine bagh
mikroakigskan sistemde olusturdugu empedans degisiminin deneysel ve teorik
hesaplamalarinin karsilagtirmasini  gostermektedir. Cizelge 3.5. incelendiginde,
Comsol Multiphysics’de yapilan hesaplamalarin deneysel sonuglart dogruladigi

goriilmektedir.

Cizelge 3.5. Elektrot geometrisine bagli aliman deneysel sonuglarin teorik

hesaplamalar ile karsilastirilmasi

oot Geng PIen Dllinl - e beiind
40 pm 92-105 Q 86.8-113.5 Q
20 pm 150-162 Q 144.2-172.4 Q
10 pm 180-190 Q 171.6-192.5 Q
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3.5. Farkh Boyutlardaki Mikro Par¢aciklarin Ayirt Edilmesi

Comsol Multiphysics’de yapilan hesaplamalar ve mikro kiire tespiti deneyleri
sonucunda yliksek hassasiyette 6l¢iim yapmaya imkan saglayan kanal ve elektrot
geometrisi belirlendi. Boylece elektrot genisligi ve elektrotlar arasi mesafe 10 pm
olan sensor tizerine kanal yiiksekligi 10 um ve kanal genisligi 50 um olan mikro
kanal entegre edilmistir. Belirlenen yeni boyuttaki mikrogip kullanilarak 6 pm

capindaki polistiren mikro kiirelerin tespiti yeniden yapilmistir.

17100
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17000
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16900

Empedans (2)

16850
16800

16750 £ : . .
0 10 20 30 40

Zaman (s)

Sekil 3.17. 6 um c¢apindaki mikro kiirelerin empedans verisi

Sekil 3.17.’de 6 um ¢apindaki polistiren mikro kiirelerin yeni boyuttaki mikrogipten
alman empedans verileri gosterilmistir. Ol¢iim sistemi diizenegi 6 um capindaki
polistiren mikro kiirelerin tespitinde ¢ok yiiksek hassasiyet gostermektedir. Buradan
yola ¢ikarak deneyler 4, 6 ve 8 um gaplarindaki polistiren mikro kiirelerin ayirt
edilebilmesi i¢in genisletilmistir. Sekil 3.18.’de 4, 6 ve 8 um ¢apindaki polistiren

mikro kiirelerin SEM de alinan goriintiileri gosterilmistir.
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Sekil 3.18. 4, 6 ve 8 um ¢apindaki polistiren mikro kiirelere ait SEM goriintiileri
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4 ve 8 um capindaki polistiren mikro kiireler ayn1 sekilde 2.5 S/m iletkenligindeki
NaCl ¢ozeltisinde mikroakiskan Olgiim sistemine yerlestirilip empedans verileri
kaydedilmistir. Her bir mikro kiire i¢in empedans degisimi hesaplanarak Sekil
3.19.da gosterilen 4, 6 ve 8 um capindaki mikro kiirelere ait histogram grafigi

cizilmistir.
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Sekil 3.19. 4, 6 ve 8 um c¢apindaki polistiren mikro kiirelerin empedans degisimine
bagli histogram grafigi

Maxwell mixture teorisine gore, benzer tip parcaciklar kanal igerisindeki konum ve
boyutlarina bagli olarak farkli sinyaller vermektedir [64,125]. Empedans bazl
mikroakigkan sistemimizde 4, 6 ve 8 um ¢apindaki mikro kiireler agik¢a gortilmiis ve
tespit edilmistir. Boylece pargacik tespitinde kullanilan iki boyutlu ya da {i¢ boyutlu
hidrodinamik ve dielektroforezis (DEP) odaklama teknikleri ile benzer hassasiyette
sonuclar elde edilmistir [102,103,124,126-129]. Sekil 3.20.’de goriildigi gibi
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mikroakigkan sistemimiz 4, 6 ve 8 pm c¢apindaki polistiren mikro kiireleri

ayirabilecek hassasiyete sahiptir.
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Sekil 3.20. 4, 6 ve 8 um ¢apindaki mikro kiirelere ait Empedans-© grafigi

3.6. Kirmmzi1 Kan Hiicresi (RBC) Tespiti

Kan 6rnegi, bilgilendirilen ve onay1 alinan bir dondrdan alinmistir. Vendz kan bir
vakum tilipiine (%3.8 sodyum sitratin 1/9 hacmine) alinmis ve kan ¢ekildikten sonra 4
saat i¢inde kullanilmistir. 50 pl kan, 2.5 S/m iletkenligindeki 10 ml fosfat tamponlu
tuzlu suda (PBS) seyreltilmistir. Cozelti igerisindeki alyuvar (Kirmizi Kan Hiicresi-

RBC) konsantrasyonu hemositometri ile 2x10° hiicre/ml olarak dl¢iilmiistiir.

Cozelti bir vial icerisinde yiikseklik pompasina yerlestirilir. Basing pompasi ya da

siringa pompasi yerine, diisiik basing degerlerinde akis orani iizerine daha yiiksek
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hassasiyete sahip yiikseklik pompasi kullanilir. Metal siringa baglanti pargalari
kullanilarak kanal ile ¢ozelti arasindaki iletisim saglanir. Tiim diizenek LCR metre
iizerinde bulunan topraklama ¢ikist kullanilarak topraklanmistir. Cozeltinin
topraklama islemi ise metal baglanti pargalar1 ile yapilir. Topraklama isleminden
sonra olgiim sistemi diizeneginde igerisinde, kirmizi kan hiicreleri bulunan ¢ozelti

kanala gonderilir ve empedans verisi LabVIEW kodu ile kaydedilir.
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Sekil 3.21. Kirmizi kan hiicresi elektrot {izerinden gectiginde alinan empedans

sinyali

Empedans verisi kaydedilirken elektrotlardan gecen kirmizi kan hiicreleri
mikroskobun kamerasindan incelenir. Boylelikle elektrotlardan gegen kirmizi kan
hiicrelerinin etkisi empedans grafiginden gézlemlenir. Sekil 3.21.’de bir tane kirmizi

kan hiicresine ait empedans sinyali gosterilmistir.

Kirmiz1 kan hiicresi tespitinde, elektrot genisligi ve elektrotlar aras1 mesafe 10 pm
olan sensor tizerine kanal yiiksekligi 10 um ve kanal genisligi 50 um olan mikro
kanal entegre edilmis mikroakigskan ¢ip kullanilmistir. Sekil 3.22.’de kirmizi kan

hiicrelerinin empedans degisimine bagl histogram grafigi gdsterilmistir.
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Mikroakiskan sistemlerin empedansa dayali tek hiicre analizlerinde ¢ogunlukla lock-
in amplifier ve 6zel elektronik devreler kullanilir [23,88]. Tek hiicre analizlerinde
impedimetrik algilama i¢in standart cihazlarin kullanildigi ¢alisma sayist oldukga
azdir [22,92,130]. Bu cihazlarin kullanildig sistemlerde ulasilan tek hiicre algilama
hassasiyeti, lock-in amplifier kullanilan sistemlere gore olduk¢a smirlidir. Bu
caligmada empedans Olglimleri i¢in kullanilan LCR metre cihazinin 6rnekleme hizi,
veri toplama kartlar1 sayesinde 6rnekleme hizinin kHz diizeylerinde olan lock-in
amplifier sistemlerine gore diisiik olmasina ragmen, kirmizi kan hiicresi tespitinde

ayni hassasiyette sonug¢lar alinmistir [131].
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Sekil 3.22. Kirmiz1 kan hiicrelerinin empedans degisimine bagli histogram grafigi
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4. SONUCLAR

Mikro akiskan teknolojisi, bazi fiziksel olgularin ve Ongoriilerin incelenmesi,
kimyasal ve biyolojik analiz, hasta basinda ve hastaya 6zel teshis, 6zel reaktorler ve
lab on a chip gibi bir¢gok uygulamanin yapilabilmesini saglayan bir teknolojidir.
Mikro sistemlerde biyogipler kullanilarak biyoanaliz ve biyoalgilama gibi pek c¢ok
pratik uygulama vardir. Gelistirilen sistemlerde virlis saptanmasinin hizli ve bu

viriislerin dogrudan analizi yapilabilmektedir.

Mikroakiskan tek hiicre analiz sistemleri tek hiicrenin sayimi, tuzaklanmasi,
odaklanmasi, ayrilmasi, siniflandirilmasi, karakterize edilmesi ve tanimlanmasi igin
teknolojik coziimler gerektirir. Hiicrelerin biiylik bir kisminin hacim yogunluk
olgiileri ortalama bir bilgi saglarken, sekil olarak ayni goriilen tek hiicreler genellikle
heterojen bir tutuma sahiptir. Bu yiizden bu tez caligmasinda hiicrelerin sayimi,
tanimlanmasi ve siniflandirilmasi i¢in iyi bir teknik olan empedans akis sitometrisi

teknigi gelistirilmistir.

Bu calismada empedansa dayali bir mikroakiskan sistem iiretilmistir. Uretilen bu
sistemden mikro parcacik tasiyan bir sivi gegirilerek, sivi igerisindeki mikro
parcaciklar tespit edilmistir. Bu sistemde es diizlemsel mikro elektrotlardan olusan
sensorler kullanilmistir. Es diizlemsel mikro elektrotlardan kaynaklanan homojen
olmayan elektrik alan dagilimi empedansta varyasyonlara sebep olmaktadir.
Kanaldaki farkli konumlarda akan ayni boyuta sahip parcaciklar farkli elektrik alan
kuvvetiyle karsilasirlar ve farkli empedans sinyalleri meydana getirirler. Es
diizlemsel mikro elektrotlardan kaynaklanan empedans varyasyonlarini minimum
seviyeye indirmek ve mikroakiskan sistemin hassasiyetini artirmak igin sonlu
elemanlar metodu ile simiilasyonlar yapilarak mikro pargacik tespiti sonuglari ile
karsilastirilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak farkli boyutlardaki elektrot ve
kanallarin performansi teorik ve deneysel olarak incelenmistir. Elektrot ve kanal
boyutu azaldik¢a 6 um ¢apindaki bir polistiren mikro kiirenin olusturdugu empedans
degisimi degerinin arttig1 goriilmiistiir. Bu sonuclara gore, 4, 6 ve 8§ um caplarindaki

polistiren mikro kiirelerin yiliksek hassasiyette ayirt edilebildigi diisiik boyutta
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elektrot ve kanal sistemleri gelistirilmistir. Diisiik boyuttaki mikroakiskan c¢iplerde
mikro kiirelerden aliman empedans sinyalleri artmakta ve empedans varyasyonlar
minimum seviyeye inmektedir. Ancak diisiik boyuttaki mikroakiskan ciplerde
kanallarin tikanma gibi bir dezavantaj1 vardir. Bu problemi ¢6zmek i¢in mikro kanal
sensOr tlizerine plazma uygulayarak geri dondiiriilemez bigimde [132] baglamak
yerine “Tekrar Kullanilabilir Baglanma Yontemi” [123] gelistirilmistir. Mikro
kanallar Pleksi kullanilarak sensor tizerine vidalar yardimiyla sabitlenmistir. Boylece
herhangi bir ttkanma durumunda kanali kaldirip temizleyip tekrar kullanilabilecek bir

sistem gelistirilmistir.

Mikroakigkan sistemde empedans 6l¢iimleri i¢in bir devrenin ii¢ temel parametresini
Olcebilen LCR metre cihazi kullanilmistir. LCR metre cihazinda, LabVIEW kodu ile
bir masaiistii bilgisayar kullanilarak 184 Hz’lik 6rnekleme hizina ulagildi. Boylece
LCR metrenin kullanildig1 daha 6nceki ¢aligsmalara gére 6rnekleme hizinda yaklagik
4 kat artig saglanmustir [130]. Ayni zamanda bu 6rnekleme hizi, veri toplama kartlar
sayesinde ornekleme hizinin kHz diizeylerinde olan lock-in amplifier sistemlerine
gore diisiik olmasina ragmen, farkli boyutlara sahip pargaciklarin tespitinde ve ayirt
edilmesinden yiiksek hassasiyette sonuglar vermistir. Lock-in amplifier sistemlerine
gore LCR metre ile 6l¢im yapmak i¢in herhangi bir devreye gerek yoktur. LCR

metrenin tak ¢alistir bir sistem olmasi en biiyiik avantajidir.

Ticari hiicre simniflandirma cihazlar1 saniyede binlerce hiicre analizi yapabilir fakat
genellikle kii¢iik bir 6rnek hacminin kullanimi i¢in uygun olmayan pahali, komplike
makinalardir. Bu tez ¢alismasinda bunlarin yerine empedansa dayali mikroakiskan
sistem kullanilarak alinan ¢ok az bir kan 6rnegindeki kirmizi kan hiicreleri sayilmis
ve kan 6rnegindeki farkli mikro parcaciklar tespit edilmistir. Bu sayede hem ¢ok az
miktarda kan ile ¢alisabilen bir hemogram cihazi hem de kanser ¢alismalarinda gok
onemli olan dolagimdaki tiimdr hiicrelerinin algilanmasinin yapilabilecegi bir
teknoloji gelistirilmistir. Boylelikle 6zellesmis kan hastaliklarinin tespitine yonelik

portatif sistemlerin gelistirilebilecegi gosterilmistir.
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